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Zur Biochemie der Torula utilis. 
Ill. Mitteilung: 

Vergleichende Untersuchungen tiber den Phosphatgehalt von 

Torula utilis und Bierhefe. 

Von 

Felix Just und Hermann Fink. 

(Aus dem Institut fiir Gairungsgewerbe und Stirkefabrikation an der 
landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 25. Mai 1939.) 


In unserer zweiten Mitteilung1] wiesen wir darauf hin, da} der 
Phosphatgehalt der Torula utilis im Vergleich zu dem der Bierhefe 
relativ hoch ist?. Diese Tatsache fiihrt zu der Frage, ob die Zell- 
substanz der Torula an und fiir sich so phosphatreich ist, oder ob der 
Phosphatreichtum eine gewissermaben zufillige Folge des bei der Ziich 
tung gebrauchlichen und ziemlich reichlichen Phosphatangebotes ist. 
Dabei ist unter anderem an die auf der Hand liegende Méglichkeit einer 
nicht zellphysiologischen, sondern eher physikalisch-chemischen An- 
reicherung oder Bindung (duBerliche Absorption, osmotisches Gleich- 
gewicht zwischen Zellinhalt und Nahrsubstrat, mechanischer Einschlub 
von vergorener Ziichtungsfliissigkeit der Hefezellen) zu denken. Die 
nahere Beschaftigung mit dieser Frage scheint uns dadurch begriindet, 
da erstens zur chemischen und biochemischen Charakterisierung der bis 
jetzt, hauptsachlich aus Schwierigkeiten der Materialbeschaffung, wenig 
erforschten Torula beigetragen wird, daB zweitens der Phosphatgehalt 
eines Futtermittels bekanntlich in fiitterungspraktischer und ernahrungs- 
physiologischer Hinsicht eine nicht unwesentliche Bedeutung hat und 
daB drittens die diesbeziiglichen Erkenntnisse eine Verbesserung der 
technischen Ziichtungsbedingungen der Futterhefe (z. B. Einsparung 
von Rohstoffen, Verbilligung der Produktion) veranlassen kénnen. 


Der Gesamtphosphatgehalt 


von verschiedenen Futter- und Bierhefen ist in Tabelle I zusammen- 
gestellt. 


1H. Fink u. F. Just, diese Zeitschr. 800, 84, 1938. — * Da die in jener 
Arbeit zum Vergleich herangezogenen, von Kraut und Sch/ottmann ver- 
6ffentlichten P,O;-Werte der Bierhefe — wie uns auf unsere Anfrage 
Herr Prof. Kraut brieflich mitteilte — durch einen Druckfehler entstellt 
waren, war unsere damalige Angabe von einem dreima! héheren P,O,- 
Gehalt der Torula gegeniiber der Bierhefe zu hoch. Es mute statt dessen 
heiBen, daB er etwa eineinhalb- bis zweimal so grof} ist. 


Biochemische Zeitschrift Band 303. 
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Tabelle I. 





, Gesamt-P, O, in °/9 Asche in 9/9 P,O; in °, 
Untersuchte Hefe der Trockensubstanz | der Trockensubstanz der Asche 


. Torula, geziichtet in: 
a) reinem Alkohol .. 5,56 11,16 
b) reiner Glucose ... 5,38 8,65 
ce) Holzzucker (nach 
Bergius u. Scholler) 
1. Probe 7 8,13 
9 


2. 8,71 
3. 3, Dé 12,42 
4, by 11,35 
5. ) 10,05 
d) Sulfitablauge 
1. Probe E 9,06 
é 12,20 


, ae 24,6 
III. Bierhefe: 
49,8 
re 2 48,8 
ae 46,9 
IV. PreBhefe: Rasse M .. 3,86 55,8 


* EiweiBschlempe ist ein nach dem Verfahren von Fink und Lechner (vgl. Zeitschr. f. 
Spir. 60, 57. 1937) anfallendes Gemenge von Torula und Kartoffelschlempe, in dem die ganze 
Ziichtungsfliissigkeit enthalten ist. 


Der Gesamt-P,0;-Gehalt der verschiedenen Torulahefen schwankt 
also zwischen den Grenzen 4,79 und 6,53°. Der Mittelwert bei den 
untersuchten neun Hefen liegt bei 5,59°%. Die Werte streuen also be- 
trichtlich. Die gr6Bten Abweichungen vom Mittelwert nach oben und 
nach unten betragen + 0,94 bzw. — 0,80°%%, das ist + 17 bzw. — 14%, 
des mittleren Wertes. Man sieht daraus, daB die so erzeugte Torula ! 
keinen bestimmten und konstanten P,O;-Gehalt aufweist, sondern dab 
die Ziichtungsbedingungen von vorherrschendem Einflu8 sein diirften. 

Der Gesamt-P,0;-Gehalt der Bierhefen liegt bei den analysierten 
Proben zwischen 3,81 und 4,42 °%,; der Mittelwert betriagt also 4,08 %, 
von dem die einzelnen Hefen mit + 0,34 bzw. — 0,27 %, das sind rund 
+8 bzw. — 6% des Mittelwertes, maximal abweichen. Die Streuung 
der Einzelwerte ist also im Vergleich zu den Torulahefen geringer, was 
wegen der verhaltnismaBig gleichartigen Zusammensetzung des Nahr- 
bodens, also der Malzwiirze, plausibel erscheint. 


Beim Vergleich des mittleren Phosphatgehalts von Torula und 
Bierhefe zeigt sich, wie schon erwaihnt, daB der der Torula nicht un- 


1 H. Fink u. J. Krebs, diese Zeitschr. 299, 1, 1938; und die dort an- 
gefiihrte Literatur. 
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betrachtlich héher liegt: bezogen auf den Gehalt der-Bierhefe enthalt 
die Torula rund 36 °%, also mehr als 1/,; mehr Phosphat. Auch im Ver- 
gleich zur BackerpreBhefe (Rasse M des Instituts fiir Garungsgewerbe) 
liegt der Wert der Torula um 1,73 °%, das ist 44°%, hoher. 

Das Verhaltnis P,O;: Asche schwankt bei der Torula zwischen 
47,2: 100 und 62,2: 100, im Mittel 55,4 : 100: bei der Bierhefe zwischen 
46,9 :100, und 49,8 : 100, im Mittel 48,3: 100. Die Asche, die rund zur 
Halfte aus P.O; besteht, ist also, wie nicht anders zu erwarten war 
bei der Torula phosphatreicher. 

Zur naheren Charakterisierung des Phosphatgehalts der Hefen ware 
eine Aufteilung in organisch-gebundenes und anorganisches Phosphat 
sehr aufschluBreich. Eine solche Bilanz st6Bt aber auf folgende uniiber- 
windlich erscheinende Schwierigkeiten. Wie aus unseren weiter unten 
naher beschriebenen Versuchen hervorgeht, ist es nicht méglich, das ge- 
samte Phosphat der Hefe unter schonenden Bedingungen in Lésung zu 
bringen. Energische MaBnahmen zur Léslichmachung, z. B. Anwendung 
von starken Sauren, Alkalien oder durchgreifender enzymatischer Abbau, 
verbieten sich natiirlich von vornherein. Andererseits ware die Auf- 
teilung des unter schonenden Bedingungen partiell herausgelésten 
Phosphats in die organisch-gebundenen und anorganischen Anteile zu 
wenig aufschluBreich. Im ersten Falle, in dem man nicht sicher 
ist, ob in der durch energische Einwirkung erhaltenen Lésung des 
gesamten Phosphats die gleiche Verteilung wie in der Hefezellsub- 


stanz vorliegt, wiirde die Ausdeutung der Analysenergebnisse iiber- 
haupt inhaltsleer. 


Zur Umgehung dieser prinzipiellen Schwierigkeiten vereinfachten 
wir die Fragestellung: wir bestimmten das unter gewissen vorgeschrie- 
benen Bedingungen in Lésung gehende Gesamtphosphat und verglichen 
die Ergebnisse bei der Torula und Bierhefe untereinander. 


Versuche. 
(Versuche gemeinsam mit Frl. L. Denecke.) 


Die Elution des Phosphats aus den verschiedenen Hefen wurde 
jeweilig folgendermaBen vorgenommen: 


Etwa 5g Hefetrockensubstanz wurden mit 50cem  Pufferlésung 
(m/10 Citratpuffer, P,O;-Blindwert gleich Null) 3 Stunden bei gew6hnlicher 
Temperatur im Zentrifugenbecher geriihrt, danach zentrifugiert und die 
iiberstehende Fliissigkeit dekantiert. Die Extraktion wurde in gleicher 
Weise je 1 Stunde lang noch zweimal vorgenommen. Die gesammelten 
Extrakte wurden auf 200 cem aufgefiillt und filtriert. Die P,O,-Doppel- 
bestimmungen wurden auf die iibliche Weise nach vorhergehender Ver- 
aschung durch Fallung mit Molybdat ausgefiihrt. In den Extrakten wurde 
auch noch der Stickstoffgehalt bestimmt. 


1* 
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1. Extraktion bzw. Elution von frischer Torula und frischer Bierhe ji 
A. Herkunft der Hefen. 

Die frische Torula erhielten wir aus Tornesch, wo sie betriebstechnisc! 

Bergius-Holzzuckerlésung geziichtet worden war. Die Bierhefe stammt: 


aus der Hochschul-Brauerei, Berlin. Es handelte sich um Hefen, wie < 
normalerweise anfallen. 





B. Analysendaten. 
Torula Bierhefe 
"SUC O PINE BIR OF. in. 0 v5: 9e Eee OM eels 75,15 74,00 
Gesamt-N in °% der Trockensubstanz ........ 9,02 8,65 
Gesamt-P,O, in °, der Trockensubstanz ...... 6,53 4,42 
Glihriickstand in ©, der Trockensubstanz ..... 12,42 9,06 


C. Extraktion. 


Wie oben beschrieben. Einwage 25,00 g frische Hefe. 


Gesamt-N in der Einwage: Torula ............ 547.6 mg 
PIOPNOIO 6 oe wea 562,2 
Gesamt-P,O,; in der Einwage: Torula.......... 396.4 
Bierhete.......«. 2873 


D. Ergebnisse der Analysen (siehe Tabelle II). 


Tabelle I. 





pu Heraus- in 9 des Heraus- in °/, des : 

der Puffer- gelister N Gesamt-N — gelistes P,O; Gesamt-P, O, Atomverhaltnis 
& losung in mg der Einwage in mg der Einwage 
vA , ' 

vor nach Tarnia) Bier- | wn Bier- | Bier- m_.1.| Bier- || » : Bier- 

derE 1B 0 Torula hefe Porula hefe Torula hefe Porula hefe Torula hefe 

I 5 —> 2,5 | 76,32) 49,88) 13,9 | 8,9 178,0 38,4) 44,1 13,4) 1:2,17/1: 6,59 
2 | 2,9 —» 3,7 | 33,92) 22,48) 6,21 4,0 /143,7; 6,2) 36,3 | 2,2 | 1:1,20,1:18,4 
3 | 5,0 —» 5,1 | 37,76) 23,32! 6,9; 4,2) 1483 6,8) 37,4, 2,4) 1:1,291:17,4 
4° 6,5—~ 6,8 | 35,00 25,48 6,4 4,5 156,0 Uy 39,1 2.5 1:1,15 1:18,0 
5  nNaOH = 91,91 117,30 16,8 | 20,9 | 279,8 23¢ 10,6 | 82,3 | 1:1,67/1: 2,52 


EK. Besprechung der Ergebnisse. 

Wie schon bei einem fliichtigen Vergleich festzustellen ist, fallen die 
Werte bei den Elutionen 1. py 1,5 bis 2,5 und 2. py ~ 14 aus der 
Reihe heraus. Das Milieu ist eben fiir die Hefe unphysiologisch. Die Hefe 
wird getétet und die Zellsubstanz durch die starke Aciditat baw. Alkalitit 
offensichtlich verindert. Man erkennt dies sowohl an den relativ hohen 
Stickstoff- als auch Phosphat-Prozentzahlen. Dabei ist zu bemerken, 
daB ein zu hohes py starker einwirkt als ein zu niedriges. AuBerdem 
finden wir Anzeichen dafiir, daB die Torula widerstandsfihiger ist als dic 
Bierhefe. Diese Erscheinung bestatigt die in derselben Richtung 
liegende Beobachtung bei der Ziichtung und im sonstigen allgemeinen 
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Verhalten. Im iibrigen wird die vorweggenommene Behauptung, dal 
es nicht méglich ist, simtliches Phosphat in Lésung zu bringen, bestatigt. 
Selbst mit n/1 Alkalilésung gehen nur 70 bis 80°, des Gesamt- 
phosphats in Lésung, wobei eine sekundaire Veranderung in der 
Bindung des P.O, sehr wahrscheinlich ist. Aus diesem Grunde werden 
wir die 5. Extraktion (py ~ 14) bei der weiteren Diskussion nicht 
beriicksichtigen. 

Die Elutionen 2. bis 4. gehen in ihren Ergebnissen parallel. Eine 
Destruktion der Hefezellen ist in diesem py-Bereich von 2,9 bis 6,8 nicht 
zu befiirchten. Wir sehen auch, dab die herausgelésten Stickstoffmengen 
von 4 bis 7°, relativ unbetrachtlich sind. Ebenso sind die bei der emp- 
findlicheren Bierhefe herausgelésten Phosphatmengen klein. Dagegen 
ist bei der Torula etwa die zwanzigfache Menge in Lésung gegangen. Be- 
zogen auf den Gesamt-P,O;-Gehalt sind bei der letzteren 36,3 bis 39,1 °4, 
bei der Bierhefe nur 2,2 bis 2.5 °;, eluierbar, wobei ein geringes Ansteigen 
der Werte bei beiden Hefen mit wachsendem py zu bemerken ist. Das 
Verhalten dieser beiden Hefen ist also sehr unterschiedlich. 


Beschrankt man sich hingegen nicht nur auf den Vergleich des unter 
den angegebenen Bedingungen eluierbaren Phosphats, sondern zieht auch 
den dabei in den Hefezellen zuriickbleibenden, also unter physiologischen 
Extraktionsbedingungen wnldslichen Anteil in Betracht, so kommt man 
zu folgenden durchsichtigen Verhaltnissen. 


Tabelle II]. Nichtgeléstes Phosphat. 





Bierhefe Torula 
Extraktion in 9/) des > PLO; in °/) des 0/, P2O 
mg P.O; Gesamt- der Trocken- mg P.O Gesamt- der Trocken- 
P.O; substanz P.O; substanz 
(1) (248,9) (86,6) (3.83) (218,4) 55,9 (3,60) 
2 281,1 97,8 4,33 252,7 63,7 4.16 
3 280,5 97.6 4,32 248,1 63.6 4,09 
+ 280,1 97,5 4.31 241,4 60,9 4,00 


Der bei physiologischen Elutionsbedingungen nicht herauslisbare 
Phosphatanteil ist sowohl bei der Bierhefe als auch bei der Torula fast 
genau gleich. Der Wert liegt bei 4,1 bis 4.3°°, P.O, der Trockensubstanz. 
Dieser Wert fallt mit dem Durchschnittswert der Bierhefe von 4,08 °,, 
Gesamt-P,0; praktisch zusammen. Man kénnte daraus schlieBen, dab 
der untere Grenzwert des P,O;-Gehalts der Torula bei etwa 4°) in der 
Trockensubstanz liegt. Bei der Bierhefe wird dieses Minimum nur wenig 
iiberschritten, dagegen kann sich die Torula bei iiberschiissigem Phos- 
phatangebot mit P.O; bis zu 150 bis 160°), oder vielleicht noch héher 
anreichern, wobei dieser UberschuB von 50 bis 60°, des Minimalwertes 
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nur sehr locker an der Zellsubstanz haftet, so daB er durch schonend: 
Elution im py-Bereich von 2,9 bis 6,8 wieder herausgelést wird. 

Diese Beziehungen werden vollstindig verwischt, wenn man nich 
frische, sondern abgetétete Hefen analysiert. In der folgenden Tabell 
sind die Ergebnisse der diesbeziiglichen Versuche kurz angegeben. 

Die Torulahefe A und die Bierhefe B sind die gleichen, die oben i: 
frischem Zustand untersucht worden sind. Sie wurden in einer Porzella 
schale auf dem siedenden Wasserbad verfliissigt und auf einem Walze: 
trockner getrocknet. Die Hefe C ist eine an der Luft getrocknete Bierhete 
die etwa | Jahr gelagert hatte. Sie war in bezug auf Geruch und Geschmack 
noch als einwandfrei zu bezeichnen. 


Tabelle IV. 





Herausgelister N in °/) des Gesamt-N  Herausgelistes P.O, in © o des Gesamt 
der Einwage P, O; der Einwage 
PH ie as 
Hefe A Hefe B Hefe © Hefe A Hefe B Hefe ¢ 
1,5 bis 2,5 15,9 23,8 35,2 50,3 43,5 77,1 
29 , 3,7 16,2 24.4 41,3 55,8 16,6 79,9 
5,0 ,, 5,1 16,7 26,6 45,3 56,0 51,9 84,3 
6,5 .. 68 17,2 30,0 52,0 56,8 65,0 88,4 


Es fallt sofort auf, daB die Prozentzahlen fiir die léslichen Anteile 
sowohl vom Stickstoff wie auch vom Phosphat erheblich héher liegen als 
bei den entsprechenden frischen Hefen. Durch das Trocknen auf der 
Walze und die voraufgehende Verfliissigung bzw. durch lange Lagerung 
werden die Hefen vollig veraindert, und zwar in dem Sinne, daB die 
Eluierbarkeit von Stickstoff und Phosphat  betrachtlich ansteigt 
Man erhalt Zahlen, die diejenigen, welche bei den Extraktionen mit 
n/1 Natronlauge erhalten wurden, erreichen und mitunter sogar tiber 
schreiten. Wiederum tritt deutlich hervor, dai die Torula gegeniibe: 
diesen Einwirkungen merklich widerstandsfahiger als Bierhefe ist. Diese 
Ergebnisse sind fiir uns insofern von einigem Interesse, als bei uns 
Arbeiten im Gange sind, die sich speziell mit der Hefetrocknung und den 
dabei auftretenden Veranderungen der Hefezellsubstanz beschaftigen. 
Im iibrigen gelten bei diesen destruierten Hefen die obigen einfachen Be- 
ziehungen nicht mehr. Eine experimentelle oder rechnerische Aufteilung 
in organisch-gebundenes und anorganisches Phosphat diirfte auch bei 
diesen Versuchen gegenstandslos sein. 

Hinsichtlich des vorangestellten Programms kann also festgestellt 
werden, daB die nahere Untersuchung des Phosphatgehalts der Torula 
neben der besseren Kenntnis der Zusammensetzung der Zellsubstanz die 
praktische Anregung zu Versuchen erbrachte, bei der technischen Hefe- 
ziichtung gegebenenfalls Phosphat zu sparen, wobei allerdings vorlaufig 
dahingestellt bleiben muB, ob eine solche Einsparung in anderer Hinsicht 








le 
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zweckmaBig und wiinschenswert ist. Es kénnte sein, daB bei Vermin- 


derung des Phosphatangebotes Versuche in unserem Laboratorium 
scheinen darauf hinzudeuten die Angarung und iiberhaupt die Ver- 


mehrungsgeschwindigkeit verlangsamt wird oder da die Ausbeuten 
sinken. AuBerdem wire dabei zu beriicksichtigen, dali der Nahrwert 
der Futterhefe vielleicht verringert wiirde, zumal in solchen Fallen, wo 
in der sonstigen Ernahrung ein Phosphatdefizit vorlige. 


v) 6 ace 
fusammenfassung. 


Die Phosphatgehalte einer Anzahl Proben von Torula, Bierhefe und 
Backereihefe werden bestimmt. Der Vergleich ergibt, da die Torula 
betrachtlich phosphatreicher ist. Die Phosphatwerte der Torula streuen 
um den Durchschnittswert erheblicher als die der Bierhefe. 

Der bei verschiedenem py eluierbare Phosphatanteil wird bestimmt, 
vgl. folgenden Nachtrag. Er war in zwei Fallen bei den phosphat- 
reicheren Torulahefen bedeutend gréBer als bei der Bierhefe. Der 
nicht eluierbare Anteil war bei beiden Hefenarten konstant und gleich. 
Dieser Befund ist aber nur an frischen Hefen und in einem fiir diese 
vertraglichen py-Bereich festzustellen. Bei getrockneten und gealterten 
Hefen ist ein weit gréBerer Anteil eluierbar. 


Nachtrag *. 

1. Weitere Elutionsversuche an fristhen Torulahefen verschiedener 
Herkunft, die zur Klarung technisch-praktischer Fragen nach Vor- 
liegen der Korrektur dieser Arbeit unternommen wurden, ergaben, 
da der eluierbare Phosphatanteil keinesfalls konstant ist, sondern 
groBen Schwankungen unterworfen ist. Die Verhaltnisse liegen leider 
nicht so relativ einfach, wie es zuerst bei den anfangs untersuchten, 
technisch-geziichteten Futterhefen den Anschein hatte. ,Die Ergebnisse 
der Versuche, die wie oben angegeben durchgefiihrt wurden, sind in 
der folgende Tabelle V zusammengestellt. 

Es zeigt sich also, daB sich nur Hefe 2 entsprechend wie die zuerst 
untersuchte Hefe 1 verhalt. Bei den iibrigen Torulahefen ist der eluier- 
bare Phosphatanteil ahnlich klein wie bei der Bierhefe und Backer- 
preBhefe. Der Grund fiir dieses unterschiedliche Verhalten kénnte 
eventuell im Altersunterschied der Hefen liegen. Die Untersuchungs- 
zahlen widersprechen aber dieser Vermutung. Da die Hefen 1 und 2 
im Winter geziichtet und verschickt worden waren, glaubten wir schlieb- 
lich, daB die Hefen beim Transport und bei der Aufbewahrung gefroren 
waren und deshalb so grobe Phosphatmengen eluierbar waren. Ver- 


* Eingegangen am 23. September 1939. 
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Tabelle y. 


H. Fink: 





Gesamt-P, 0. - 


Alter 
Vor behandlung 


Gehalt in °% 
der Trocken- 
substanz 


Herkunit der Hefen 


1. Torula technisch 
(Tornesch) ae 14 Tage 6,53 
2. Torula technisch 
(Tornesch) ..... 3 Wochen 6,19 
3. Torula technisch 
(Tornesch) ...., 3 Wochen 5,18 
4.dieselbe...... |. 8 Wochen 5,18 
5. dieselbe....... 3 Wochen. 5,18 
einige 
Stunden bei 
~ 3° bis — 59 
gefroren 
6. dieselbe........ 3 Wochen 5,18 
7. dieselbe....... 3 Wochen 5,18 
8. TorulaStandard- 
ziichtung ...... frisch 5,78 
9. Torula Labor- 
ziichtung § (Ber- 
| frisch 5,61 
10. dieselbe ..... | frisch 5,61 
11. Torula Labor- 
zichtung (Glu- 
nei Re frisch 5,23 
12. dieselbe ...... frisch, ge- 
froren 5,23 
13. dieselbe ....... frisch 5,23 
14. PreBhefe....... frisch 3,72 


such 5 und 12 yw iderlegt aber 


muB man in der moglichen unterschiedlichen Garfiihrung, 
kennen, den Grund fiir das abweichende Verhalten de 
wobei hemerkenswert ist, daB gerade Hefe | 


suchen. 
fiir Futterhefen relativ 


raschenden Unterschieden 


’. Einsparung von Phosphat bei der Ziic 


versuche auf den 


auch diese Annahme. 


hohen Gesamt-P,O;-Gehalt von 
besitzen. Bei biologischem Materia] (besonders bei Hefen), 
definierter chemischer Korper ist, ist man vor sol 
niemals sicher. 


Eluiertes 
2 - 

ta P.O, in % 
Elution 


2,9-6,8, 36~—39 


3.5 28 
3,5 ) 
3,5 2,2 
3,5 2,4 
1,5 14.3 
9—10 8,7 
3,5 eid 
35 3,) 
1,1 16,3 
3.5 4.5 
3.5 4,6 
1,1] 11,6 
3,5 1,1] 


des Gesamt- 
PLO; 


Nicht eluiertes 


P.O, in © 
des Gesamt 
PLO; 


55,4 


91,3 
97,1 
96,9 


53, 4 


95,7 


95,4 
88,4 
98,9 


Wahrscheinlich 
die wir nicht 
r einzelnen Hefen 
und 2 einen auch 
mehr als 6 °/ 
das ja kein 
*-hen manchmal iiber- 


*htung der Torula. Wie 
oben naher ausgefiihrt, brachten uns die Ergebnisse der ersten Elutions- 


Gedanken, daB es moglich sein miiBte, den Phosphat- 


gehalt derTorula auf et a4 % 2u senken. was eine betrichtliche Rohstoff. 


ersparnis bedeuten wiirde, 


Tatstchlich ist es gelungen, im Laborvers uch sowohl m 


als auch mit Be rgius-Holzzucke rsirup in iiblicher Aushe ute 


nur 4 bis 4.4% P.O; in der Trocke nsubstanz zu 


ztichten. 


it reiner Glucosi 
Torula mit 











re 
t eluiertes 
Js in ° 
Gesamt- 
05 








it 
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Ziichtungsversuche. 
Es wurde die von Fink und Krebs! angegebene  ..Stutzen‘*-Versuchs- 
anstellung gewiahlt. Anstatt aber 3,0 g > Diammonphosphat (das ist 
1,65 g P,O,) wurden nur 1,35 g, das ist 0,726 g P,O,; insgesamt zugegeben. 
Es wurden also 55°, eingespart. Als Stellhefe wurde mit Ausnahme der 
allerersten Ziichtung jeweils Hefe der voraufgehenden, phosphatarmen 
Ziichtung genommen. 





Ausbeute g N-Gehalt in % der PoO;-Gehalt in Es iping 
Trockensubstanz Trockensubstanz d.Trockensubstanz 7" 
Stellhefe I - 8,95 5,23 
1. Fiihrung | in 15,6 8.55 4,38 normal 
2. Fiihrung | Glucose 15,3 9,43 1.35 normal 
3. Fihrung} (40g) 15,1 9,10 14 normal 
Stellhefe IT 9,03 0,61 
a in Bergius- i 
1, Fihrung lta 16,8 8,98 4,16 normal 
2. Fiihrung prea 10 18,7 8,81 3.99 normal 
3 peri, Rite 17,9 8,39 4,20 normal 


. Fihrung ; 
= | red. Zucker) 


Der Phosphatgehalt ist also betrachtlich erniedrigt. Die Ausbeuten 
liegen in Anbetracht dieser Versuchsanstellung, die immer kleinere 
Ausbeuten als die Fink-Lechner-Krebssche Standardapparatur gibt, nur 
unwesentlich niedriger als gewOhnlich. Das Garbild war normal. Auch 
in den 3. Fiihrungen waren keine Anzeichen zu bemerken, die auf 
irgendeine Schadigung der Hefen hindeuteten. Wahrend sonst die Nahr- 
fliissigkeit nach der letzten Fithrung noch phosphathaltig war, ist die 
qualitative Reaktion auf PO,-Ionen bei diesen Phosphatsparversuchen 
nach Beendigung der Verhefung ganzlich negativ, d.h. daB eben alles 
Phosphat restlos von der Hefe aufgenommen worden ist. Die Aschen- 
werte dieser Hefen lagen zwischen 8 bis 9°,. Die auf Grund mancher 
bisheriger Erfahrungen bei der Hefeziichtung in unserem Institut ver- 
mutete Beziehung, daB namlich N-Gehalt (Rohprotein), P,O;-Gehalt und 
Asche parallel gehen, trifft also nicht zu. Selbstverstandlich wird es 
notig sein, die Verhaltnisse beziiglich Ausbeuten, Dauerziichtung, Hefe- 
zusammensetzung usw. sowohl in Standard- als auch GroBversuchen 
eingehender zu studieren. Die obigen Ziichtungsversuche, die mehr 
den Charakter von qualitativen Vorversuchen haben, zeigen zum 
mindesten, dafs es prinzipiell gelingt, relativ phosphatarme Torula zu 
ziichten, und eine recht betrachtliche Phosphateinsparung zu erzielen. 


1 Diese Zeitschr. 299, 11, 1938. 

















Uber das Eiwei8 der Bierpediokokken. IL. 
Von 
€. Enders und K. W. Gergs. 
(Aus der Wissenschaftlichen Station fiir Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 8S. August 1939.) 


Kiirzlich (1) wurde tiber die Gewinnung eines Proteins aus Bier 
pediokokken mit dem isoelektrischen Punkt : pg = 3,8 berichtet. Im fol. 
genden wird das Ergebnis der Analyse dieses Proteins nach van Sliyky 
mitgeteilt. 


Die Ziichtung der Pediokokken erfolgte, wie in der ersten Mitteilung 
angegeben. Hierbei stellt sich heraus, daB die gefundenen ,,Begleitkristalle*:, 
die als Magnesiumammoniumphosphat identifiziert wurden, nicht mit dem 
Sarcinawachstum in Zusammenhang gebracht werden kénnen, sondern 
aus jedem Hefewasser nach Stockhausen bei langerem Stehen desselben 
auskristallisieren. Ein Herauslésen der Kristalle beim Reinigen der Bak- 
terienmasse mit 3 %iger Essigsiure war also bei der Verwendung Aalteren 
Hefewassers nicht nétig. Es wurden 20g gereinigte Bakteriensubstanz 
erhalten. 

Das Protein wurde durch alkalische Extraktion, wie sie MW. Heidel- 
berger und EF. Menzel (2) bei Tuberkelbazillen angewandt hatten, heraus- 
gelést. Am giinstigsten hatte sich eine Einwirkungszeit von 6 Stunden 
und eine Alkalikonzentration von 5°, KOH bei 35° erwiesen. 


20g Bakterienmasse wurden daher mit 600cem 5 %iger KOH 
6 Stunden bei 35° behandelt, mit 4 Liter Wasser verdiinnt und eine weitere 
Stunde unter 6fterem Umriihren auf 35°C gehalten, der Riickstand ab- 
zentrifugiert und in der Fliissigkeit das Protein mit Essigséiure gefallt, 
wieder abzentrifugiert und mit Aceton gewaschen und getrocknet. Ausbeute: 
1,8 g Protein. 

: Von dem so erhaltenen Protein wurde eine Mikro-Ajeldahl- Bestimmung 
durchgefiihrt. 

Se SE Pe ee are CE eae nee wae 12,76 % 

Daraus berechneter EFiweiBgehalt ................008- 79,75 9% 

Eine gewohnliche van Slyke-Analyse war, infolge der geringen zur Ver- 
fiigung stehenden Menge, nicht médglich. Die von Cavette (3) angegebene 
Mikromethode bildete die Grundlage fiir unsere Analyse. 0,5 g Substanz 
wurden mit 7cem 25 %iger HCl-Lésung hydrolysiert. Hydrolysendauer : 
57 Stunden. Nach Einengen des Hydrolysats im Vakuum und Uberfiihrung 
des EiweiBes in einen 50-cem-Kolben wurden 5 ecem Fliissigkeit nach der 
Mikro-Kjeldahl-Methode auf Gesamt-N untersucht: 66,248 mg in 50 cem 
Urlésung = 0,5 g Ausgangsmaterial. 

In einer Mikroapparatur destillierten wir mittels Calciumoxyd den 
Ammoniak-N in n/300 HCl iiber. Nach Zusatz von KJ und KJO, wurde 
die verbrauchte Menge n/300 HCl mit n/150 Na,S,O, zuriicktitriert: 
4,15 mg Ammoniak-N. 
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Das EiweiB der Bierpediokokken. II. | ll 


Das Huminmaterial wurde abzentrifugiert und nach dreimaligem 
Auswaschen mit 5cem Wasser der Ajeldahl-Bestimmung unterworfen: 
4,820 mg N. 

Die Schwierigkeit bestand darin, das Huminmaterial quantitativ in 
den Kjeldahl-Kolben zu bringen, da es sich an den Wanden des Destillations- 
kolbens festgesetzt hatte. 

Man sammelte dann die Mutterlauge und die Waschfliissigkeiten in 
einem Zentrifugenglas, fiigte 5 cem konz. HCl und 2,5 g Phosphorwolfram- 
siure in einigen cem H,O gelést hinzu. Das Volumen wurde auf 50 cem 
erganzt. Nachdem der Kolben | Stunde in heiBem Wasser gestanden hatte, 
lieB man ihn 72 Stunden in Eis. Der Niederschlag wurde dann abzentri- 
fugiert und dreimal mit je 4cem einer kalten Lésung von 10 cem konz. 
HCl und 2,5g Phosphorwolframsaure in 100 cem Wasser gewaschen. 
Waschfliissigkeit und Originall6sung wurden vereinigt, mit 1:1 NaOH 
neutralisiert, bis ein weiBer Niederschlag sich zu bilden begann. Diese1 
wurde sofort mit Eisessig aufgelést und die Fliissigkeit auf 100 cem erginzt. 

Nach Auflésung des Phosphorwolframsaureniederschlags mit einigen 
cem n/2 NaOH wurde die Lésung in einen 50-cem-Kolben iibergetiihrt. 

Vom Filtrat und von der basischen Fraktion wurden Gesamtstickstoff - 
bestimmungen gemacht: 


Basischo Fraktion «.....6.. 6s... 13,468 mg N, 
TS, ee ene RECS Re i ane este ramen 41,496 mg N 


Ein Zusatz von Zink bei der Ajeldahl-Destillation war des starken 
Schaiumens wegen nicht médglich. Glaskiigelehen waren der Ersatz. 

Der Amino-N des Filtrats und der Basenfraktion wurde mit je 2 ccm 
in der bekannten Mikroapparatur von van Slyke (4) bestimmt. Die Werte 
waren unter Beriicksichtigung der Blindwerte fiir 

GN TNR oa Sa Ree SESS w i aes 20,597 mg N, 
Mii TF CIO « 5. oid cece mead smectite 8,025 mg N. 

In der von Holm (5) angegebenen Apparatur bestimmten wir den 

Arginin-N. Titriert wurde mit n/200 NaOH in der Mikrobiirette: 
MMII 65 cK amee saeamxne cas 2,912 mg. 

Der Histidin-N konnte dann nach der Formel von van Slyke (6) aus- 
gerechnet werden: 

Histidin-N 3/,(D — 3/, Arg) 15D 1,125 Arg. 
(D gesamter Nichtaminostickstoff der Basen 5,448 mg.) 
Histidin-N = 4,888 mg. 

Cystinschwefel war mittels zweier quantitativer Methoden und der 
Methylenblauprobe nicht festzustellen. 

Der Lysin-N lieB sich daher nach der Formel 

Lysin-N Total-N (Arginin-N ++ Cystin-N + Histidin-N) 
berechnen: 5,668 mg. 

In der gleichen Weise wurde ein Kontrollversuch durchgefiihrt. Die 
analytischen Befunde sind aus der Tabelle zu ersehen. 

Der Unterschied zwischen dem durch direkte Bestimmung gefun- 
denen Gesamt-N und dem durch Addition der einzelnen Werte gefun- 
denen wurde bei der prozentualen Berechnung auf den Huminwert 
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Tabelle. 





Versuch I Versuch II 
mg Oj, mg 
pt Sat, a ree 4,150 6,27 3,790 6.28 
MEE O66 s daw 4820 +2,314* 10,77 4.550 + 2.471 * 11.61 
CP ROSA cheat 0,000 0,00 0,000 0,00 
DOMBUINS i iicin POs 2,912 4,39 2.730 4,52 
Te re are 4.888 7.38 4.186 6.93 
Jeo ee erro ee 5,668 8.55 5,278 8.73 
Amino-N | im Filtrat |) 20,597 31.09 18,725 30.99 
Nichtamino-N | der Basen |) 20,899 31,55 || 18,694 30,94 
Summe: | 63,934 100,00 57,953 100.00 
Durch direkte Durch direkte 

Bestimmung gefunden: Bestimmung gefunden: 

66,248 mg 60,424 mg 


* Differenz zwischen dem direkt bestimmten Gesamtstickstoff und der Summe der Einzel- 
bestimmungen. 
aufgeschlagen, da, wie schon erwabnt, die quantitative Erfassung des 
Huminmaterials schwierig war. 

Das wichtigste Ergebnis dieser Analyse ist die Feststellung, dai 
Schwefel in dem Protein der Bierpediokokken vollkommen fehlt. 

Dieser Befund stellt eine interessante Parallele zu den Unter- 
suchungen iiber die Tuberkelbazillen von R. Coghill (7) dar, der in der 
unserem Protein entsprechenden Fraktion kein Cystin  feststellen 
konnte. Taumura (8) bewies ebenfalls die Abwesenheit von Cystin 
in Mycobact. lacticola und Diphtheriebazillen. Bei Mausetyphusbazillen 
suchte man vergeblich nach Cystin (9). Das Fehlen des Cystins ist also 
den hier aufgezihlten sdureresistenten Bakterien gemeinsam. 

Ein Vergleich mit den in der Literatur vorliegenden van Slyke- 
Analysen der Proteine von Bakterien ergab keine Ubereinstimmung 
in der Zusammensetzung der hier untersuchten Sarcinaproteinfrak- 
tion und der entsprechenden Fraktionen der wenigen bisher bearbeiteten 
Bakterien. 

Ein Anhaltspunkt tiber die Zugehérigkeit der Bierpediokokken 
zu. einer bestimmten Bakteriengruppe kann — vielleicht aus Mangel 
an Vergleichsmaterial — durch die van Slyke-Analyse ihrer gréBten 
Proteinfraktion nicht gewonnen werden. 


Literatur. 
1) Diese Zeitschr. 301, 1, 1939. 2) Chem. Centralbl. 1934, T, 238. 
3) J. of biol. Chem. 95, 335, 1932. 4) Abderhalden, Handb. d. biol. 
Arbeitsmeth., Teil 7, Abt. 1. S.2—8. — 5)J.Amer. chem. Soc. 42, 611, 


1920. — 6) Abderhalden, Handb. d. biol. Arbeitsmeth., Teil 7, Abt. I, S. 278. 
7) J. of biol. Chem. 70, 439 —447, 1926. 8) Chem. Centralbl. 1918, IT, 
1299. 9) Ebenda 1934, I, 334 —347. 

















Zahl und Dissoziationsbereich 
der ionogenen Gruppen und die Dissoziationskurve 
der EiweiBkérper®. 
Von 
Ingeborg Lichtenstein. 
(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat Miinster.) 
(Eingegangen am 10, August 1£59.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


I. 

Ladung und Pufferungsvermégen der Eiweibkorper sind bestimmt 
durch H’-Abgabe und H’-Aufnahme ihrer ionogenen Gruppen!. Nimmt 
man an, Proteine seien Polypeptide, so sind ihre ionogenen Gruppen die 
iiberzihligen Gruppen der trivalenten Aminosiuren. Ob das so ist, 
laBt sich priifen durch Vergleich der Pufferungskurve der Proteine mit 
der Zahl und dem Pufferungsbereich der betreffenden einzelnen Gruppen. 
Wenn es so ist, kann umgekehrt die Pufferungskurve jedes Proteins 
bei Kenntnis der Zahl und des Pufferungsbereiches dieser Gruppen 
vorhergesagt werden. 

Der Pufferungsbereich der einzelnen Gruppen laBt sich schatzen. 
Ihre Dissoziation beginnt merklich zu werden bei einem p,,, der 1,5 Ein- 
heiten kleiner ist als das p, der betreffenden Gruppe, und ist praktisch 
vollstindig bei einem p,, um 1,5 Einheiten gréBer als das p,. Die 
p,-Werte der ,,iiberzihligen** Gruppen trivalenter Aminosaiuren sind 
bei den Aminosauren selbst und ihren Peptiden sehr ahnlich (‘Tabelle 1), 
Also ist die Entfernung der tiberzihligen Gruppen von der Peptidgruppe 
geniigend groB, um sie dem EinflufS der Peptidkette und ihrer Sub- 
stituenten weitgehend zu entziehen: In erster Naherung sollte der 
Pufferungsbereich (Dissoziationsbereich) dieser Gruppen im Eiweib 
derselbe sein wie bei den trivalenten Aminosiéuren und ihren Peptiden. 


Der Dissoziationsbereich einzelner ionogener Gruppen ist an ein- 
zelnen Eiweibkorpern mit geeigneten Methoden (Tabelle 11) unmittelbar 


* Die vorliegenden Untersuchungen wurden unter Leitung von Herrn 
Professor H. H. Weber ausgefiihrt. (D 6.) 
' Wirschreiben die Dissoziationsgleichung der H’ fiir die sauren Gruppen 
R-COO'-H = : R-NH,-H . 
: K und fiir die’ basischen Gruppen kK; 


R-COOH ~— R.NH, 
—log K Pix. 
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16 I. Lichtenstein: 


bestimmt worden. Werden diese an verschiedenen EiweiBkérpern 
gewonnenen Mebergebnisse zusammengefaBt, gewissermakBen auf einen 
idealen EinheitseiweiBkérper tibertragen und mit der Schatzung auf 
Grund der p,-Werte verglichen, so ergibt sich recht gute Ubereinstim- 
mung (Tabelle Il). Das Recht, aus dieser Ubereinstimmung weitere 
Schliisse zu ziehen, wird dadurch eingeschrankt, daB die Dissoziations- 
bereiche der verschiedenen Gruppen nicht an demselben Eiwei8kérper 
festgestellt sind. 


Versucht man, bei einem einzelnen gegebenen EiweiSk6érper aus 
Zahl und Art der trivalenten Aminosauren und aus den Dissoziations- 
bereichen der Tabelle Ll Pufferungskurve und isoelektrischen Punkt 
des Proteins vorauszuberechnen, so stimmt das Ergebnis mit dem 
Experiment nie tiberein. Auf Grund der sehr vollstindigen Baustein- 
analyse! sollte 1g Gelatine an freien Guanidin- und Aminogruppen 
zusammen 0,88 Millimol besitzen?. Diese sollten nach Tabelle IL bei 
Po, ~~ vollstandig ionisiert sein. Also sollte Gelatine bei p,, > 
noch 0,9 Millimol H’ abzugeben vermégen. Wird ihr Pufferungsver 
mdgen gemessen, so gibt sie nur 0,4 bis 0,5 Millimol H’ in diesem Reak- 
tionsbereich ab. 


Da 1g Gelatine nach der Bausteinanalyse nur 0,42 Millimol freier 
Carboxylgruppen enthalten sollte®, miiBte der isoelektrische Punkt bei 
einem p,,, liegen, bei dem tiber die Halfte der angefiihrten basischen 
Gruppen entionisiert ist, d.h. bei einem p,, > 9. Der isoelektrische 
Punkt liegt in Wirklichkeit bei p,, 5. 

Analytisch ergibt sich fiir 1g Gelatine 0,19 Millimol an freien 
Histidingruppen. Bei einem p,, <.7 diirften (Tabelle I) nur diese 
Histidingruppen und die Carboxylgruppen puffern. Die Pufferung 
betrigt aber zwischen p,, 1,5 und 7 nicht 0,61 Millimol (0,42 COOH 
+ 0,19 Histidin), sondern etwa 1,1 Millimol (vgl. Abb. 1). 


Der tatsachlich gefundene isoelektrische Punkt des kristallisierten 
Kieralbumins stimmt besser mit dem Ergebnis der Berechnung tiberein. 
Aber der Umfang der Pufferung zeigt in den einzelnen P,, ,-Bereichen 
grundsatzlich dieselbe Abweichung von den berechneten Werten wie 
bei der Gelatine: Die gefundene Pufferung zwischen P,,, 1,5 und 7 
ist zu groB; jenseits P,, 9 ist sie zu klein. Und das gilt fiir alle héheren 
Eiweibkorper. 


' 100g Gelatine ergeben 104g ° identifizierter Aminosaéuren; vg! 
E. I. Cohn, Ergebnisse d. Physiol. 38, 781 (und zwar S. 870), 1931 — ergiinzt 
nach M. Bergmann, J. of biol. Chem. 110, 471, 1935. — ? Berechnet nach 
E. I. Cohn, Ergebn. d. Physiol. 38, 781 (und zwar 8S. 870), 1931. 
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Zahl| und Dissoziationsbereich der ionogenen Gruppen usw. \7 


Die Rechnung ist immer falsch; also mu entschieden werden, ob 
die Bausteinanalyse die Zahl und Art der ionogenen Gruppen bisher 
nicht richtig liefert, oder ob der Dissoziationsbereich dieser Gruppen 
im Eiwei8 anders liegt als in den trivalenten Aminosduren und deren 
Peptiden. Die zweite Méglichkeit wird bestatigt oder ausgeschlossen 
durch vollstandige Analyse der Pufferungskurve eines einzelnen EiweiB- 
kérpers auf Menge und Art der ionogenen Gruppen, die in den einzelnen 
Pan-Abschnitten puffern. 

II. 


Die Menge der Gruppen, die in einem bestimmten p,,-Bereich 
puffert, ist aus der Pufferungskurve ablesbar, die Art der Gruppen aus 
den gruppenspezifischen Anderungen, die die Kurve unter bestimmten 
Umstinden erleidet. 

1. In 1% Formaldehyd wird die Dissoziationskurve von N Hg- 
und Imidazolgruppen um 0,5 bis 2,5 p,,-Einheiten nach der sauren 
Seite verschoben. Eine Abhangigkeit von der freien elektrischen Ladung 
der Nachbargruppen besteht nicht (vgl. Tabelle IJ). Guanidin-, 
Phenol-OH- und COOH-Gruppen werden nicht beeinfluBt!. 

2. In 80°igem Alkohol sind die Dissoziationskonstanten der 
COOH- und Phenol-OH-Gruppen vielleicht auch der Guanidin- 
gruppe2 um 1,2 bis 2.4 Zehnerpotenzen kleiner als im Wasser, falls 
das Teilchen keine weiteren ionisierten Gruppen besitzt. Die Disso- 
ziationskonstanten von Amino- und wohl auch Imidazol-Gruppen sind 
unter dieser Bedingung 0,5 bis | Zehnerpotenz gréBer als im Wasser. 

Die Nachbarschaft weiterer elektrisch geladener Gruppen be- 
einfluBt diesen Unterschied, weil elektrische Nachbarschaft die Disso- 
ziationskonstante der betrachteten Gruppe in Alkohol starker andert 
als in Wasser. Und zwar wird die Dissoziationskonstante erniedrigt 
durch elektronegative, erhdht durch elektropositive Nachbarschaft. 
Basische Gruppen werden starker beeinfluBt als saure Gruppen3. So 
wird die Dissoziationskurve der NH,-Gruppe der Aminodicarbonsiuren 
durch Alkohol sogar stark nach der alkalischen Seite verschoben?. 

Dieser EinfluB8 nimmt mit wachsender Entfernung der anderen 
geladenen Gruppen schnell ab2. Er beruht offenbar zu einem erheblichen 


! Birch u. Harris, Biochem. J. 24, 1080, 19380; vgl. auch Wilton Levy 
in J. of biol. Chem. 109, 365, 1935; 118, 723, 19387. — 2 M. Z. Mizutani, 
Zeitschr. f. physik. Chem. 116, 350, 1925; L. Michaelis u. Mizutani, ebenda 
116, 135, 1925; T. H. Jukes u. C. L. A. Schmidt, J. of biol. Chem. 105, 359, 
1934: H. H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930; doch vgl. dazu iiber die 
Guanidingruppe auch A. Newberger, Proc. Roy. Soc. London (B) 115, 180, 
1934. — % Die elektrostatischen Ursachen aller dieser Erscheinungen sind 
bei Jukes u. Schmidt, a. a. O., Tabelle III, diskutiert. — * 7. H. Jukes u. 
C.L. A. Schmidt, a. a. O. 
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ist, als die lokale [H’], erscheint die Dissoziationskonstante der be- 
trachteten Gruppe zu klein und deren Dissoziationskurve nach der 
alkalischen Seite verschoben. Fiir eine Anhaufung positiver Ladungen 
velten die gleichen Uberlegungen mit umgekehrten Vorzeichen. Das 
silt grundsatzlich sowohl fiir Wasser wie fiir Alkohol. Der Unterschied 
zwischen lokaler und mittlerer [H°] ist aber in Alkohol gréBer als in 
Wasser, weil sich die Gegenionen in einer Schicht geringerer Dicke 
zusammendringen. Denn nach Hiickel wird die Dicke dieser Schicht 


(D = Dielektrizitatskonstante) mit fallender Dielektrizitatskonstante 
kleiner. Und so ist in alkoholischen Lésungen polyvalenter Elektrolyte 
neben der wirklichen Verschiebung der Dissoziationskonstanten der 
betrachteten Gruppe mit einer scheinbaren Verschiebung ihrer Disso- 
ziationskurve durch die Wirkung der Nebenladungen zu rechnen 
nach der sauren Seite durch positive, nach der alkalischen Seite durch 
negative Nebenladungen. Die Richtung der Verschiebung ist die- 
selbe bei den Aminosduren, aber die Griinde und das Ausma}} sind 
anders. 

Wenn diese Verschiebung beseitigt wird, sollten die Verhaltnisse 
beim EiweiB tibersichtlicher sein als bei den Aminosiuren, weil beim 
EiweiB die innermolekularen Polarisationseffekte auf die Dissoziations- 
konstante klein sein miissen. Da die Kurvenverschiebung durch die 
Nebenladungen auf einer Verteilung der Gegen- und Nebenionen beruht, 
die dem Donnangleichgewicht ahnlich ist, ist sie ebenso zu beseitigen 
wie dessen Ionendifferenzen: durch entsprechenden Salzzusatz. 

Aus alkoholischen Lésungen solchen Salzgehaltes fallen die EiweiB- 
kérper aus. Die iiberstehende Lésung puffert trotzdem geniigend fiir 
eine einwandfreie Messung, wenn die H’-Bindung aus Puffergemischen 
statt aus reiner HCl oder NaOH gemessen wird. Die Zuverlissigkeit 
der Berechnung leidet hierunter nicht. Acetat- und Glvkokollpuffer sind 
gentigend alkoholléslich und schlieBen in Alkohol mit ihren Puffer- 
bereichen liickenlos aneinander an. 

Und so ergibt sich fiir entsprechend salzhaltige Eiweiblésungen: 
so weit die Pufferungskurve auf der Dissoziation saurer Gruppen beruht, 
wird sie in 80°, Alkohol um 1 bis 2 p,,-Einheiten nach der alkalischen 
Seite verschoben und bleibt in Formaldehyd unverindert: so weit sie 
ausschlieBlich auf der Pufferung durch Amino- und Imidazol-Gruppen 
beruht, wird sie in Alkohol etwas, in Formaldehyd stark nach der sauren 
Seite verschoben. Kurventeile, die in Alkohol nach der alkalischen, in 


o* 
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Formaldehyd nach der sauren Seite verschoben werden, beruhen auf 
Dissoziationsinderungen von sauren und basischen Gruppen neben- 
einander. 
IV. 
Die Dissoziationsbereiche und damit auch die Zahl der einzelnen 
Gruppen lassen sich um so besser feststellen, je weniger die Dissoziations- 
bereiche sich tiberschneiden, d. h. je weniger Arten ionogener Gruppen 
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Abb. 1. Dissoziationskurve der Gelatine. 





Ionenstirke 
Zeichen mol. KCl mol. Puffer der zugefiigten 
Salze (u) 


a 2-10-2 ; 2 .10-2 
° 2-10-2 3,18 - 10-4 Acetat 2,03 - 10-2 

2-10-2 1,06-10-3 ,, 2,1 - 10-2 
> 2-10-2 1,06 + 10-8 Glykokollat 31 .10~3 
> 2-10-2 2 - 10-3 Acetat 22 -10-3 
4 2-10-2 6,67 - 10-38 ~ £7 .- 30-5 
a 2-10-23 6,67 + 10-38 Glykokollat 2,7 -10-3 
® 5-10-2 1,06 - 10-8 4 5,1 -10-2 
rs) 5+-10-2 | 6,67- 10-3 © 5,7 -10-2 


- = <_< in 1°, HCHO 
| in Wasser 
Die Versuchsergebnisse in Alkohol sind durch volle Zeichen, in Wasser durch die an- 
gegebenen umrandeten Zeichen dargestellt. 
Ordinate: gebundene H’ bzw. OH’ in Millimol’g. 
Abszisse: Pah 
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in dem betreffenden Protein vorhanden sind. Gelatine besitzt keine 
phenolischen OH-Gruppen und ist durch Desaminierung auch noch 
der NH.-Gruppen zu berauben, ohne da in dem Bestand der iibrigen 
ionogenen Gruppen eine Verainderung auftritt!. AuBerdem ist bei 
Gelatine die Ubereinstimmung zwischen gefundenen und berechneten 
Ladungsverhaltnissen besonders schlecht — also einer Klarung_ be- 
dirftig. 

Wird die H’-Bindung und H’-Abgabe der Gelatine in wasseriger 
Lésung gemessen, so erhalt man die Pufferungskurve 1 der Abb. 1. 
Die Kurve ist ohne Salz und bei Anwesenheit von 0,02 bis 0.05 mol. 
KCl praktisch gleich, ein EinfluB der Nebenladungen und ihrer Ionen- 
atmosphare also nicht nachweisbar. Sie ist ebenso gleich, ob die 
H’-Bindung und H’-Abgabe gegeniiber reiner oder 0,0167 m_ puffer- 
haltiger HCl und NaOH stattgefunden hat. Die Berechnung wird 
also durch die Beimischung von Puffern dieser Konzentration nicht 
verfalscht. Wird in 0,02 m KCl-haltigem 80 °,igen Alkohol gemessen, 
so erhalt man die Kurve 2 unabhangig davon, ob der Gehalt des 
Alkohols an Puffer 3-10-4 oder 2-10°3m ist. In 1 °iger wasseriger 
Formaldehydlésung ergibt sich Kurve 3 (Abb. 1). 

Die Pufferungskurve in Alkohol ist gegen die Kurve in Wasser 
von p,,2 bis p,, ~ 7,25 um etwa eine Zehnerpotenz nach der alkalischen 
Seite verschoben. Also hért die Dissoziation der sauren Gruppen in 
Alkohol bei p, ,, ~ 7,25, in Wasser etwa bei 6,25 auf. Zwischen p, ,, 6,25 
und 12,3 puffern allein die basischen Gruppen der Gelatine. Infolge- 
dessen liegt weiterhin die Kurve in Alkohol auf der sauren Seite der 
Kurve in Wasser. 

Die Pufferungskurve in 1°,iger Formaldehydlésung fallt mit der 
Kurve in Wasser von p,, 2 bis etwa p,,5 zusammen. Erst von 
Pan ~ 5D an beginnt in 1°,iger Formaldehydlésung die Dissoziation 
basischer Gruppen und zwar wahrscheinlich der Imidazolgruppen 
(vel. Tabelle [ und ITI). Unter der Annahme. deren Dissoziations- 
bereich wiirde durch 1°,, HCHO nur um 0.5 p,,-Einheiten nach der 
sauren Seite verschoben (vel. Tabelle ITI, Imidazol), wiirde in form- 
aldehydfreiem Wasser die Dissoziation basischer Gruppen erst bei 
Pan 9,5 beginnen. Also scheinen nur zwischen p,, 5,5 und p,,~ 6,25 
saure und basische Gruppen merklich nebeneinander zu dissoziieren. 

Die sauren Gruppen der Gelatine sind COOH-Gruppen. Von 
Pan 15 bis 5,0 betragt ihre Zahl 86-10°2 Millimol/g Gelatine, bis 
Pano. sogar 96-10-2 Millimol. Durch Bausteinanalyse sind davon 
nur 42-10°2 Millimol nachgewiesen. 


1 H. H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 1930; D. 7. Hitchcock, J. of 
Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24. 
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Die Zahl der basischen Gruppen, die zwischen einem p,,, von etwa 
6,25 und p,, 12,5 puffern, betragt 56 - 10-2 Millimol/g Gelatine. 

In dem Bereich gemischter (saurer und basischer) Dissoziation 
Von Py, ~ 5,5 bis etwa 6,25 dissoziieren nur 8 - 10-2 Millimol Gruppen. 
Werden sie ganz zu den sauren Gruppen gerechnet, wiirde sich deren 


Zahl auf 104 - 10-2 Millimol /g Gelatine erhéhen; durch Addition dieser 
fraglichen Gruppen zu den basischen Gruppen wiirde deren Zahl auf 


64 - 10-2 Millimol wachsen. 
Welche basischen Gruppen das sind und wie sich ihr Dissoziations- 
bereich gegeneinander abgrenzt, klart sich durch Desaminierung. 
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Abb. 2. Dissoziationskurve der Desamino-gelatine. 





lonenstiirke 
Zeichen mol. K Cl mol. Puffer der zugefiigten 
Salze (u) 


o 2 -10-3 ‘ 2 -10-3 
v 2 -10-2 1,6 - 10-5 Acetat 2,1- 10-2 
a 2 -10-23 1,6 - 10-3 Glykokollat 2,1- 10-2 

4 2 -10-3 6,67 + 10-8 Acetat 2,7-10-2 

° 2. 10-1 — 20 -10-2 
x in 1°, HCHO 
> 18-10-54 — 1,8-10 


Die Versuchsergebnisse in Alkohol sind durch volle Zeichen, in Wasser durch die 
angegebenen umrandeten Zeichen dargestellt. 
Ordinate: gebundene H’ bzw. OH’ in Millimol/g. 
Abszisse: Pq p: 
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Bei der Desaminierung nach Hitchcock verliert 1 g Gelatine 0,40 
bis 0,43 Millimol NH,-Gruppen — das sind alle ihre freien Amino- 
gruppen!*, Das hier verwendete Praparat verliert 0,43 Millimol 
(gemessen nach van Slyke). Infolgedessen nimmt das Gesamtsiure- 
bindungsvermégen der Gelatine von 86- 10-2 auf etwa 43 - 10-2 Milli- 
mol/g ab, wihrend das Basenbindungsvermégen praktisch unverandert 
bleibt (Abb. 2). Hierdurch wird der isoelektrische Punkt von p,,, 4,97 
auf etwa p,, ~4,1 verschoben?. 

Durch die Desaminierung verschwindet die Stufe der H’-Abgabe 
durch Gelatine, die zwischen p,,,8,5 und 12 liegt. Also beruht die 
Pufferung dieser Stufe ausschlieBlich auf der Pufferung durch freie 
desaminierbare NH,-Gruppen. Die Hohe dieser Stufe betragt etwas 
iiber 40 - 10-2 Millimol /g Gelatine. Also puffern alle freien N H,-Gruppen 
zwischen p,, 8,5 und 12, d.h. gerade in dem Bereich, der theoretisch 
zu erwarten ist. 

Auch bei der Desaminogelatine ist die Dissoziation der COOH- 
Gruppen in Wasser bei p, , ~ 6,5 beendet, wie der Vergleich der Kurven 
in Alkohol und in Wasser zeigt (Kurve 1 und 2 der Abb. 2). Also beruht 
die Pufferung zwischen p,,6,5 und 12 ausschlieBlich auf basischen 
Gruppen. Zu demselben Ergebnis fiihrt die Formaldehydwirkung: 
Wird zu Desaminogelatinelésungen von abgestuftem p,, HCHO hin- 
zugegeben, so wird der p,,, kleiner. Diese Wirkung beginnt etwa bei 
Pan 4,7 und wachst zunachst mit steigender Alkalitat. Sie erreicht 
ihren vollen Betrag von Ap,, = — 0,58 ebenfalls bei einem p,, ~ 6,5 


(s. Tabelle IV). 


Tabelle IV. pan-Verschiebung der Desaminogelatine durch 1% 





HCHO. 
Pah Pa h P ah Pah 1 
in H,O in HCHO A Pan in H,0O in HCHO Pah 
4,73 4,63 0,10 6,69 6.19 0,59 
5,00 4,85 0,15 7,28 6,82 0.46 
5,38 5,10 0,28 7,33 6,57 0,76 
5,55 5,37 018 8,19 7.76 0.43 
5,49 6,22 0,27 8,29 7.67 0.62 
5.68 5.45 0,23 8,74 7,87 0,87 
6,03 5.74 0,29 931 8.96 0,35 


Durchschn. der letzten 7 Werte: 0,583 


! Die freien Aminogruppen der EiweiSkorper sind die Aminogruppen 
des Lysins. Die Konstitutionsanalyse sagt aus, daB in 1 g Gelatine 0,41 Milli- 
mol Lysin vorhanden sind (vgl. EZ. I. Cohn, a.a.O.). — ? D. Hitchcock, 
J. of Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24; H.H. Weber, diese Zeitschr. 218, 1, 
1930. — % Mit Desaminogelatine beladene Kollodiumpartikel wandern 
bei pap 3,98 deutlich kathodisch, bei pq, 4,10 deutlich anodisch. 
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Diese Verschiebung der Dissoziationskurve in 1 °,iger Formaldehyd 
lésung zwischen p,, 4,7 und p,,9 (Kurve 1 und 3) zeigt durch ihre 
Geringfiigigkeit wie durch die Lage des Dissoziationsbereiches, daB es 
sich bei diesen Gruppen um Imidazolgruppen handelt. Ihre Zahl be 
trigt zwischen p,, 6,5 und 12 etwa 15- 10-2? Millimol/g EiweiB. Ihr 
px wird durch Formaldehyd um 0,58 erniedrigt. 

Durch die Desaminierung ist das Gesamtpufferungsvermégen der 
Gelatine zwischen p,, 1,5 und 12 von 161 auf 118 - 10-2 Millimol ¢ 
gesunken. Werden von diesen 118 + 10-2 Millimol die 96 - 10-2 Millimo! 
Carboxylgruppen abgezogen, die die Gelatine mindestens besitzt (vg! 
Abschnitt IV), so verbleiben fiir die Imidazolgruppen eines Grammes 
Gelatine und Desaminogelatine héchstens 22- 10-2 Millimol. Durch 
die Konstitutionsanalyse sind 19 - 10-2 Millimol nachgewiesen!. 

Aus Bausteinanalyse und Analyse der Pufferungskurve ergibt sich 
die Summe freier Amino- und Imidazolgruppen der Gelatine tiber- 
einstimmend zu 60 bis 65+ 10-2 Millimol/g. Das maximale Saure 
bindungsvermégen und also auch die Gesamtzahl ionogener basischer 
Gruppen betrigt aber 86 - 10-2 Millimol /g. Fiir Desaminogelatine lauten 
die entsprechenden Zahlen etwa 20 - 10-2 und 43 - 10-2 Millimol /g. Also 
besitzt 1g beider Eiwei8kérper etwa 25 - 10-2 Millimol an Gruppen, 
die in dem Bereich von p,,, 1,5 bis 12 ihren Dissoziationszustand nicht 
andern. Die Jonisierung dieser Gruppen muB bei einem p,, > 12 
stattfinden. 

1g Gelatine und Desaminogelatine besitzt 47 - 10-2 Millimol an 
Guanidingruppen (s. Tabelle V). Fiir Guanidingruppen ist ein Disso- 
ziationsbereich zwischen p,, 11 und 14 zu erwarten. Es liegt also nahe 
anzunehmen, daB 25 - 10-2 Millimol dieser Guanidingruppen erst bei 
an > 12 dissoziieren. Die andere Halfte der Guanidingruppen 
puffert iiberhaupt nicht. Diese Gruppen sind in der Gelatine und 
Desaminogelatine offenbar nicht frei. Der SchluB, daB etwa 20 - 10-2 Mil 


einem p 


limol basischer Gruppen in der Gelatine nicht frei sind, hangt nicht 
davon ab, da die einzelnen ionogenen Gruppen richtig auf die Disso 
ziationskurve verteilt sind. Er folgt allein aus der Tatsache, daB dir 
Zahl der Hexonbasen in 1 g Gelatine etwa 20 - 10-2 Millimol gréBer ist 
als das maximale Saurebindungsvermégen. Dagegen ergibt sich aus 
der vorgenommenen Verteilung, dai es gerade ein Teil der Guanidin 
gruppen ist, der nach Einbau in die Gelatine seine Ionisierbarkeit ver- 
loren hat. 

Der Vergleich des elektrochemischen Befundes mit der konstitutions 
chemischen Erwartung einerseits, mit der Theorie andererseits zeigt 
,,.Der Dissoziationsbereich simtlicher Gruppen stimmt mit der theore- 


1 E.I. Cohn, Physiol. Rev. 5, 349, 1925 (und zwar 3S. 369). 
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tischen Erwartung iiberein. Das gleiche gilt fiir die Zahl der freien 
Amino- und Imidazolgruppen und die konstitutionschemische Erwartung. 
Die Zahl freier Guanidingruppen ist kleiner, die Zahl der freien Carboxyl- 
gruppen um mehr als das Doppelte gréBer als auf Grund der Baustein- 
analyse vorauszusehen war (Tabelle V). 


Tabelle V. Dissoziationsbereich und Zahl der ionogenen Gruppen 
von lg Gelatine. 





Zu erwarten Gefunden 
; Py des Disso- Zahl der 
pti tn ziationsbereichs Gruppen nach > 4... pissoziations- 
wil nach den pK- Baustein- Pu | ' ailliad , Zahl der Gruppen 
Werten von —_, @falyse! 
Tabelle I in Millimol 
COOH 20— 69 42-10? 20— 6,26 ~ 96-10°2 
e-NH, 8,012.0 41-10-* 8.0 —12.0 43-107? 
Imidazo] 41— 83 19-10-* 5,0— 9,0 ~ 19-107? 
(>15-10-2 <22-10-3) 
Guanidin  11,0--14,0 47-10-2 zwischen py 2 u. 12 (23- 10°? ?) 


nicht (> 12?) 
1 KE. J, Cohn, Ergeb. d. Physiol. 33, 781 (und zwar 8. 870), 1931. 
Vi. 

Fast alle EiweiBk6érper scheinen viel mehr COOH-Gruppen zu 
besitzen, als sich aus ihrem nachgewiesenen Gehalt von Aminodicarbon- 
siuren berechnet. Auch beim Eieralbumin ist die Dissoziationskurve in 
Alkohol von p,, 1,5 bis p,;, ~ 8 nach der alkalischen Seite verschoben 
und zwar um etwa 13/, Zehnerpotenzen. Das heiBt, auch hier ist die 
Dissoziation der COOH-Gruppen in Alkohol bei p,, 8, in Wasser bei 
Pan © bis 6,5 beendet. Auch beim Eieralbumin beginnt die Verschiebung 
der Pufferungskurve durch 1°,, HCHO zwischen p,,, 5 und 5,5. (Abb. 3) 
Alse beruht auch hier die Pufferung zwischen p,, 1,5 und p,), 5,5 in 
wasseriger Losung ganz, zwischen p, 5,5 und 6,25 wenigstens teilweise 
auf Carboxylgruppen. Ihre Zahl betragt demnach mindestens 95 und 
héchstens 105+ 10-2 Millimol/g Eieralbumin. Durch die Baustein- 
analyse sind nur 58 - 10-2 Millimol an COOH nachgewiesen. 

Die Bausteinanalyse der Aminodicarbonsauren und damit auch 
der freien COOH-Gruppen der Eiweifkérper gibt anscheinend 
systematisch zu niedrige Werte. Wahrend die Bestimmung der Hexon- 
basen durch die verschiedenen Analytiker zu iibereinstimmenden Er- 
gebnissen gefiihrt hat, nehmen die Werte fiir die Aminodicarbonséuren 
mit fortschreitender analytischer Technik dauernd zu. Vor allem aber 
findet Melville! nach der Hydrolyse der Glutaminpeptide die Glutamin- 


1 Melville, Biochem. J. 29, 179, 1935. 
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siiure nicht quantitativ wieder. Er nimmt an, da die Hydrolyse von \ 
einer Umwandlung der Glutaminsaiure in Pyrrolidincarbonsaure be- | 
gleitet ist. I 
Die vollkommene Ubereinstimmung im Dissoziationsbereich der f 
ionogenen Gruppen bei so verschiedenen EiweiBkérpern wie Gelatine ¢ 
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Abb. 3. Dissoziationskurve des kristallisierten Eieralbumins. 





Ionenstarke 
Zeichen mol. K Cl mol. Puffer der zugefiigten 
Salze («) 





| o 2-10-23 2 -10-3 
v 2-10-2 1006-10-38 Acetat 2,1- 10-2 
v7 2-10-2 1,06 - 10-3 Glykokollat 2,1+10-2 
| > 2-10-2 2 -+-10-3 Acetat 2,2- 10-2 
rN 2- 10-2 C07 2165S, 2.7- 10-2 
1 2-10-2 6,67 «10-8 Glykokollat 2,7-10-2 
} 2-10-23 12 - 10-2 Acetat 9,2-10-2 
2+ 10-2 21+ 10-2 


1,06 - 10-3 Acetat 
+19, HCHO 
: ? in 1%, HCHO 
in Wasser 
Die Versuchsergebnisse in Alkohol sind durch volle Zeichen, in Wasser durch die 
/ angegebenen umrandeten Zeichen dargestellt. 
' Ordinate: gebundene H’ bzw. OH’ in Millimol,g. 
Abszisse: Dy p: 
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und kristallisiertem Eieralbumin erlaubt es, die geschilderten Ergeb- 
nisse auf alle héheren EiweiBkérper auszudehnen. Tut man das, so 
fallen alle Schwierigkeiten weg, die sich sonst beim Vergleich der ge- 
fundenen Pufferungskurve mit den elektrochemischen Werten ergeben, 
die auf Grund der Bausteinanalyse berechnet werden (vgl. Abschnitt II 
dieser Arbeit). 

1. Die gefundene Stufe der Pufferung zwischen p,, 1,5 und 5,5 
ist bei allen héheren Eiweibkérpern deshalb so hoch, weil die Zahl der 
COOH-Gruppen viel gr6éBer ist als bisher angenommen wurde. 2. Die 
gefundene Pufferung zwischen p,, 8 und 12 ist deshalb vergleichsweise 
zu niedrig, weil alle oder fast alle Guanidingruppen in diesem Bereich 
noch gar nicht dissoziieren. 3. Die Berechnung des isoelektrischen 
Punktes wird auch bei solchen Eiweibk6érpern richtig, bei denen sie 
vorher zu einem p,, fiihrte, der von dem wahren Wert um mehrere 
Einheiten verschieden war. 1g Gelatine besitzt 86 -10-2 Millimol 
basischer Gruppen. Die Zah| der COO H-Gruppen ist 96 - 10-2 Millimol. 
Gelatine wird also isoelektrisch, wenn alle basischen Gruppen ionisiert 
sind — d.h. bei einem p,, << 5,5 und wenn gleichzeitig die Ionisation 
der sauren Gruppen auf 86 - 10-2 Millimol Ladungstriger pro g zuriick- 
gedrangt ist. Das aber ist der Fall bei p,), 5,0 dem wahren iso- 
elektrischen Punkt der Gelatine (vgl. dazu Abschnitt II dieser Arbeit). 


VIL. 

Vergleicht man die Dissoziationskurve der Desaminogelatine in 
salzfreiem Alkohol mit der Dissoziationskurve in Wasser, so sieht man, 
daB dann die Verschiebung in Alkohol nicht mehr allein durch die 
dissoziierende Gruppe selbst bestimmt ist. Es tiberwiegt der EinfluB 
der Gesamtladung des Teilchens — d.h. der Nebenladungen und ihrer 
Ionenatmosphare (vgl. Kurve 2a der Abb. 3 und auch 2a der Abb. 1). 
Infolgedessen (vgl. Abschnitt IIL) liegt die Kurve in Alkohol auf der 
sauren Seite des isoelektrischen Punktes nur um etwa 1/5 Zehnerpotenz, 
auf seiner alkalischen Seite dagegen um gut 2!/, Zehnerpotenzen alka- 
lischer als in Wasser — weitgehend unabhangig von der Art der puffern- 
den Gruppen. Diese Verschiebung der Dissoziationskurve durch die 
Ionenatmosphire der Nebenladungen wird schon durch sehr kleine 
Salzkonzentrationen (z. B. 1,8 - 10-3 mol KCl, vgl. Abb. 2) um mehr als 
die Halfte vermindert. Messungen in salzfreiem Alkohol sind ungeeignet 
fiir die Analyse des p,,-Bereiches, in dem die einzelnen Gruppen 
dissoziieren. 

Experimenteller Teil. 
KiweiBpraparate. 

l. ,,Gelatine Gold** von der Firma Julius Oswald, Hofheim (Taunus) 

wird in Wasser von 40 bis 50°C gelést, dialysiert und elektrodialysiert bis 
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zu einer Leitfahigkeit ~ 10°° und einem p,, ~ 5,0. Die Konzentration 
der Stammildsungen liegt zwischen 5 und 10°. — Aus ,,Gelatine Gold*' wird 

2. Desaminogelatine nach dem Verfahren von Hitchcock! in der Kalt: 
hergestellt. Hierbei werden pro g Gelatine 0,43 - 10°? Millimol N H,-Grupper 
(bestimmt nach van Slyke) desaminiert. 1g Desaminogelatine enthalt 

1. 10°* Millimol Aminogruppen. Die Desaminogelatine wird einmal durch: 
'. Sattigung mit Ammonsulfat unter griindlichem Auswaschen ungefiallt, 
dialysiert und elektrodialysiert bis zu einer Leitfahigkeit ~ 4+ 10°? und 
einem p,, ~ 4,0. Die Stammildsungen haben eine Konzentration von 3,8 
bis 11,9. Isoelektrischer Punkt: pu 4,05 bis 4,10. 

3. Kieralbumin wird aus trischem KiereiweiB nach Sérensen kristallisiert ; 
die Kristalle werden abzentrifugiert, gelést und gelegentlich noch einma! 
umkristallisiert. Die Lésung der Kristalle wird sehlieBlich dialysiert und 
elektrodialysiert bis zu einer Leitfahigkeit ~ 1- 10°? und einem p,,, von 
4.65. Die Stammlésungen haben eine Konzentration von 4,04 bis 7,28 °% 


Chemikalien. 


Glykokoll und Acetatpuffer sind aus Praparaten der Firma Merck 
hergestellt. Auch bei der Salzséiure handelt es sich um Normallésungen von 
Merck. Die Natronlaugel6sung aus gesattigter kohlensaurefreier Natron 
lauge wird Wulfschen Flaschen mit Mikrobiirette zum Versuch entnommen 

Die Herstellung der Ansdtze erfolgt fiir alle alkoholischen Lésungen mit 
ihrem geringen Pufferungsvermégen sowie die wasserigen Ansatze hohe 
Alkalitat in paraffinierten Zentrifugenglaisern, die sofort verschlossen 
werden. Nach dem Abzentrifugieren etwaiger Niederschliige wird die tiber 
stehende Fliissigkeit aus den verschlossenen Zentrifugenglasern durch 
Elektrolyse-Wasserstoff als Spiilfliissigkeit wie als Elektrodenfiillung in 
die Elektroden hiniibergedriickt. 

Die pan-Messung erfolgt in Birnelektroden nach Michaelis fii alle 
Lésungsmittel gleichmaBig gegen n 10 Standardacetat in wasseriger Losung 
Zur Vernichtung des Diffusionspotentials wird bei allen wasserigen Lésungen 
die Spitze des Ausfiihrungsrohres der Elektrode mit KCl gesattigt. Dis 
alkoholischen Lésungen wurden zunachst angeschlossen an eine eiweibfreic 


Lésung von gleichem p,,, und Alkoholgehalt, die iiber eine gesattigte 
wasserige KCl-Lésung desselben p,, geschichtet war. Letztere stand 


durch Agarheber mit der KCl-Wanne in Verbindung. Es erwies sich, daf} 
beim Durechriihren der alkoholischen Lésung und der wiisserigen KC! 
Lésung von gleichem p,, das Potential nur sehr kleinen und zufalligen 
Anderungen unterlag. Infolgedessen wird weiterhin nur im Ansatzrohr der 
Birnelektrode eine Mischung der untersuchten alkoholischen Lésung mit 
etwas gesittigter KCl-Lésung vorgenommen. 

Durch die Elektroden mit alkoholischer Lésung wird H, hindurch 
geleitet, der eine Flasche mit 80°, Alkohol durchperlt hat. 

Berechnung der Ergebnisse: Das p,), wird berechnet auch fiir 
die alkoholischen Lésungen — aus der Potentialdifferenz gegen Standard- 
acetat, fiir dessen p,,, 4,61 angenommen wird. Fiir die Umrechnung 
in [H’] wird der scheinbare Aktivitatsfaktor der H’ in wasseriger Lésung 


1 J. of. Gen. Physiol. 6, 95, 1923/24. 
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gleich 1 gesetzt, fiir OH’ gleich 0,783. Die px y-Werte sind der ,,Wasser- 
stoffionenkonzentration’’ von Michaelis entnommen!. 

Alkoholische und wasserige Lésungen gleicher [HCl] zeigen einen 
Potentialunterschied. Dieser entspricht einem p,,-Unterschied von 
+ 0,34 = Pan g00)) Atkohol ~ Pan u,o- Dieser Unterschied ist von der 
[HCl] in dem untersuchten Bereich von py 1,1 bis py e, 3,5 unab- 
hangig. Infolgedessen wird die [H’] in den starker sauren alkoholischen 
Lésungen nicht aus dem gemessenen p,,, sondern aus dem p,, der 
um diesen Betrag korrigiert ist, berechnet. 

Der Berechnung der [OH’] in stark alkalischen alkoholischen 
Lésungen wird ein scheinbares px yw von 15,43 zugrunde gelegt. Das 
wahre px w scheint nach Messungen an 80% alkoholischer Natronlauge 
bekannter Konzentration 15,65 zu betragen. Mit dem verwendeten 
scheinbaren px yw sind MeBfehler (Diffusionspotentiale usw.) und die 
Abweichung des Aktivititsfaktors der OH’ von 1 empirisch (durch 
Eichung) ausgeschaltet. 

Die Berechnung der gebundenen H’ aus der [H']| der Lésung erfolgt 
nach der Formel: 


Millimol H,.,,, = Millimol Hjyg.¢, — Millimol H¢,6j 
- Millimol Hyuger, — [Hireil - V: 
V Volumen der Lésung. Falls die H’ aus Puffern gebunden werden, 


sind die Millimol zugefiihrter und freier H’ durch die Millimol der freien 
Saure des Puffers (HS) zu ersetzen. Die zugefiihrte Menge an HS ist 
bekannt. Die Menge an HS, die nach der Reaktion des Puffers mit 
dem Eiweif noch vorhanden ist, ist » ([HS] + [S’])- V. Hier bedeutet 
[HS] die Konzentration des zugefiihrten Puffers an freier Saure (z. B. 
beim Acetatpuffer an Essigsiure, beim Glykokollat-Puffer an Glykokoll) 
und [S’] die Konzentration des Puffers an Salz dieser Saure (z. B. 
Acetat, bzw. Glykokollat); V ist das Volumen des Ansatzes und @ 
der Dissoziationsrest der Puffersiure nach Reaktion des Puffers mit 
dem EiweiB. Er ergibt sich aus der gemessenen H’-Aktivitat (a) nach 
der Formel: 

1 

K’ 

ay 


kK’ ist die scheinbare Dissoziationskonstante der Puffersiure in dem 
betreffenden Ionenmilieu. Die H’-Menge (H;), die vom EiweifS aus 


1 Leonor Michaelis, Die Wasserstoffionenkonzentration I, 2. Aufl. 
Berlin, Jul. Springer, 1922. 
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dem Puffer gebunden oder an den Puffer abgegeben wird, ist dem- 
nacht; 


H, — Millimol HS ({HS] -+ [8’}) V. 


zugef. K’ 
oe 
ay 
Werden dem EiweiB auBer dem Puffer noch freie H’ oder OH’ in Ge- 
stalt starker Saéure oder Base hinzugefiigt, so ergeben sich die 
Gleichungen: 


Millimol H: Millimol H; 


geb. zugef. 
, ] ; 
Millimol H er Y ae | [Heri] at x ({s H] e [S’}) | 
| es | 
aH 


Millimol OH’ Millimol OH) cee. 


geb, 


Millimol H Syuger, — V | (OH)..5] x (ISH) + rs’) | 


1 + — | 
| oy 

Als K’ des Standardacetats wird in wasseriger, 0,02 molarer K(C1- 
Lésung 2,15-10-° angenommen. In alkoholischer Lésung mit einem 
K Cl-Gehalt von 0,02 m betrigt K’ 2,05-10-7. Da die Pufferkonzen- 
trationen gegeniiber der [KCI] klein sind (3-10-4 bis 6,7 - 10-3 m), 
gelten diese K’-Werte unabhangig von der Konzentration der Puffer. 
Kk’ des Glykollats ist ebenfalls auf Grund von Eichung fiir wasserige 
Lésungen mit 2- 10-1, in 80°, Alkohol mit 4-10-19 angesetzt. In 
diesen K’-Werten sind die MeBfehler der Routinemessungen in starker 
alkalischen alkoholischen Lésungen enthalten und damit fiir den Ver- 
such ausgeschaltet. In Lésungen von sehr hohem p, wirkt auch der 
Formaldehyd als Puffer. Die Pufferung durch HCHO wurde in Uber- 
einstimmung mit der Angabe von Levy? berechnet mit einem px: = 12,87 

0,06, wo 0,06 gleich !/, F ist (F = Korrektur des px fiir 1 molar 
Formaldehyd — 0,19). 
Zusammenfassung. 

1. Der Vergleich der Pufferungskurven von EiweiBkérpern in 
Wasser, Alkohol und Formaldehydlésungen vor und nach Desaminierung 
ergibt bei geeigneten EiweiBkérpern Zahl und Dissoziationsbereich 
aller Gruppen, die zwischen p,, 1,5 und 12,5 puffern. Wird auf die 
Desaminierung verzichtet, gilt dasselbe fiir manche Gruppen und ge- 
wisse Teile der Pufferungskurve. 


' Vel. dazu W. Hollwede u. H. H. Weber, diese Zeitschr. 295, 205, 1938, 
und zwar 8. 208ff. — * Milton Levy, J. of biol. Chem. 105, 157, 1934. 
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2. Es bestatigt sich, daB der Dissoziationsbereich der einzelnen 
Gruppen genau da liegt, wo es auf Grund der bisher vorliegenden 
Forschungsergebnisse zu erwarten ist. 

3. Das gleiche gilt fiir die Zahl der Amino- und Imidazolgruppen, 
die zwischen p,,, 1,5 und 12,5 puffern: Sie entspricht bei Gelatine ihrem 
Gehalt an Lysin bzw. Hystidin. 

4. Dagegen ist die Zahl der freien, puffernden Carboxylgruppen 
viel gréBer — bei Gelatine- und Eieralbumin etwa um das Doppelte 
als der angebliche Gehalt an zweibasischen Aminosauren. 

5. SchlieBlich diirfen die aus dem Arginingehalt erschlossenen 
Guanidingruppen der Eiweibkérper nicht — wie es bisher geschah, 
zur Erklarung der Pufferungskurve herangezogen werden: Sie puffern 
bei Gelatine ganz, bei Eieralbumin mindestens teilweise erst bei einem 
Darn > 12. 

6. Wird aus dem Dissoziationsbereich und der Zahl der Gruppen, 
die durch die Bausteinanalyse geliefert wird, die Ladung der Eiweib- 
teilchen berechnet, so stimmt das Ergebnis nicht mit der Erfahrung 
iiberein. Mit den neuen Werten wird es richtig. 


Herrn Dr. K. H. Perl bin ich zu herzlichem Dank verpflichtet fiir 
seine Nachpriifung der Formaldehydwirkung auf Desaminogelatine. 

















Die Bestimmung des Redoxpotentials im Blut 
(in vitro) und seine Beeinflussung durch Zufiihren 
sogenannter Redoxsubstanzen*. 

Von 
Ludwig Meier. 

(Aus der Medizinischen Klinik am Hospital zum Heiligen Geist, 
Frankfurt a. M.) 

(Eingegangen am 3. Mai 1939.) 

Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die Anzahl der im lebenden Organismus vorhandenen Redoxsysteme 
ist groB und es ist das besondere Verdienst von Kollath, ihre mannig 
faltigen Aufgaben im physiologischen und pathologischen Stoffwechsel- 
geschehen erkannt zu haben. Zu den wichtigsten bisher bekannten 
Redoxsystemen gehéren das Cystein-Cystin und das Glutathion, das 
sind schwefelhaltige Verbindungen mit einem stark negativen Redox- 
potential, sowie auch das Vitamin C. Im weniger negativen Bereich 
liegen die Zucker, die Zellfarbstoffe, die Atmungsfermente Warburqs 
und der Blutfarbstoff. 

Oxydations- und Reduktionsvorginge sind stets mit Abnahme bzw. 
Aufnahme von Elektronen verbunden. Es kann der Fall eintreten, dai 
trotz Vorhandenseins einer Potentialdifferenz zwischen zwei Systemen die 
Oxydoreduktion nicht stattfindet bzw. die Geschwindigkeit, mit der die 
beiden Redoxpotentiale ihr Potential ausgleichen wollen, zu gering ist. In 
den meisten dieser Faille kann die Potentialeinstellung erzwungen werden 
durch Zusetzen eines Katalysators, z. B. des Systems Cu’ /Cu™. Diese1 
Katalysator muB selbst wieder ein Redoxsystem sein, d.h. er muff dem 
einen Stoff die Elektronen abnehmen und sie auf den anderen iibertragen 
Auf Grund neuerer Ergebnisse kann man somit Redoxkatalysatoren als 
Elektronenempfinger und Elektronengeber definieren. Fehlt zwischen den 
einzelnen Systemen der betreffende Katalysator, so kommt es zum so 
genannten .,RedoxkurzschluB“ (Kollath). 

Der Mehrverbrauch von Redoxsubstanzen durch Krankheiten hat 
notwendigerweise zur Folge, da das Redoxpotential absinkt, wenn 
die Reserven, die in den Organen aufgespeichert sind, verzehrt sind. Ein 
weniger negatives Redoxpotential 1iBt sich immer wieder besonders 
bei chronischen Infektionskrankheiten nachweisen. Auch der inter 
mediire Stoffwechsel wird von der Redoxlage beeinfluBt. So hat Bersin 
beschrieben, daB bei Vorhandensein eines weniger negativen Potentials 
auch eine Verschlechterung der Leistungsfihigkeit gewisser Enzyme 
festzustellen ist. In der Krebsfcrschung entstand die Frage nach dem 


* D 30. 
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Verhalten des Redoxpotentials bei Krebskranken. Watermann konnte 
hier eine bedeutsame Variabilitat nach Réntgenbestrahlung einwand- 
frei feststellen. 

Um die Redoxpotentiallage als klinisches Symptom besser auswerten 
zu kénnen, wurde von Seyderhelm mit Mulli und Thyssen die direkte 
Messung im strémenden Blute angegeben, mit der es nachzuweisen 
velang, da durch Zufuhr reichlicher Mengen Redoxsubstanzen das 
Redoxpotential wieder auf normale Héhe gebracht werden kann. Wenn 
diese Anderung des Redoxpotentials tatsichlich durch die Zufuhr einer 
Redoxsubstanz beeinfluBt werden kann, so miiBte es gelingen, dies 
auch im menschlichen Blut nachzuweisen. Wieweit die in vitro an- 
gestellten Messungen zu einem Ergebnis gefiihrt haben, soll im fol- 
genden beschrieben werden. 


Methodik. Alle Messungen der Redoxpotentiale wurden mit der po- 
tentiometrischen Methode ausgefiihrt. Als Apparatur kann entweder das 
Ionometer von Lautenschliger oder das als ,,Pehavi‘‘ bezeichnete Instrument 
der Firma Hartmann & Braun in Frankfurt a. M. benutzt werden. Bei 
dem Hamoionometer gestaltet sich die Versuchsanordnung folgender- 
maBen: Mit einer tadellos gereinigten und getrockneten Spritze werden zu 
0,5 cem 3,8 %iger Citratlésung 4,5 cem Blut aus der Armvene entnommen 
und méglichst rasch in ein kleines GlasgefaB gebracht, in das nun eine mit 
dem Minuspol verbundene Platinelektrode (platte, flache Form) eingetaucht 
wird. Der zur Vermeidung von Oxydationsprozessen notwendige Luft- 
abschluB wird durch sofortiges AufgieBen einer kleinen Menge Paraffinum 
liquid. erreicht. Dieses so entstandene Halbelement wird mit einer Bezugs- 
elektrode (gesattigte Kalomelektrode, mit dem Pluspol in Verbindung 
stehend) unter Zwischenschaltung einer Stromverbindung (gesattigte 
KCl-Lésung) zu einem elektrischen Element vereinigt. Die Ablesungen, die 
wegen der anfangs rasch erfolgenden Potentialinderungen zunachst in Ab- 
stiinden von 5 Minuten, spater in etwas langeren Zwischenraiumen erfolgen 
miissen, ergeben direkt die Werte in Millivolt. Wahrend der ganzen Mes- 
sungszeit darf das Blut nicht umgeriihrt werden, am besten unterbleibt 
jegliches Beriihren der Elektrode. Vor jeder Messung mu8 die Nullstellung 
des Apparates durch entsprechende Einregulierung und nach einer Reihe 
von Versuchen der unverinderte Zustand der Elektroden mit Hilfe von 
Standardlésungen gepriift werden. 


Die nach diesem Verfahren an Gesunden ausgefiihrten Bestim- 
mungen ergeben folgende ziffernmaBige Resultate. 


Tabelle I. 








Ver- Redox- ae Ver- Redox- B . 
sao | Dat | Pocctite | angen | Peg | DA | Sco, | Kanes 
| 14. IL. 107 B 21. ITI. — 82 
| 21. II. — 87 C 22. III. — 90 
| 88 Parallel | PD 25.111 — 90 
A 98. I 87 versuch 99. II. _ 97 
28. II.) — . Parallel- 
| 18. III. — 86 E | an 
25. ITI. — 98 26. III. — 107 
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Tabelle IL. 





Nr. des 
Versuchs 


to 


10 
11 


13 


14 
15 


16 
| 


18 
19 


27 
28 


Alter 


52 


74 


54 
47 


62 
40 


38 


Diagnose 


Akute Gastroenteritis 


Bronchopneumonie, Temp. 
37,5°, BKS. 3,75/58 
Grippaler Infekt, BKS. 


12,25/75 
_Ulcera ventr. 
Chron. Polyarthritis 
BKS. 53,25/124 
CO-Vergiftung 
Superacide Gastritis, Saure- 
werte 54/100, RL. ++ 
Myodegeneratio cordis, BKS. 
75, 25/132 
Essent. Hypertonie 
Emphysem bronchitis 
Uleus duodeni, Blutungs- 
anamie 
Polyarthritis rheumat., BKS. 
45,5/129 
Akute Gastritis, BKS. 4,5/58, 
RL. + 
Miliartbe., Temp. 39° 
Polyarthritis rheum., BKS. 
69,5'131, Temp. 37,3° 


Diabetes mellitus, Blut- 
zucker 200mg%, RL. + +4 
| Bronchopneumonie, BKS. 


| 
i| 


i 


81/128, Temp. 38° 

Lues hepatis 

Polyarthritis rheum., BKS. 
39,25/94 


Myodegeneratio cordis 


Cirrhosis hepatis, BKS. 3/60 


Pseudobulbarparalyse, 
Schlucklahmung 


| Uleus ventric. penetrans, 


i 
{} 
i] 
| 
} 
{ 
i 


BKS. 20,5/95 
Pleuritis exsudativa 


| Asthma bronchiale, eitrige 


Bronchitis 


Lobare Pneumonie, BKS. 
109/181, 17 200 Leuco 


Sepsis? Temp. 39,8° 


Tbe. pulmonum 


Redoxpotential 


in 


—8 


Millivolt 


— 97 
— 97 


92 
93 


— 92 


7 (3. IIL.) 


— 90 (8. ILL.) 


89 
88 


68 


66 
59 


|| Kiinstliche 


Bemerkungen 


Nach Abklingen der In- 
fektion 


WaR. + 


Nach Besserung best. 


300 ccm Sputum 


Nach Beendigung der 
Kalkschen Kur, Ceferro 


Menses 


Exitus 14 Tage spiiter 


| Diab. Gangriin am Fué 


Fokaler Infekt 


Hochgradige Odeme, 
Compl. + 


Polyglobulie 


Ernahrung 
seit 3 Wochen 


| 
| 
Starke Atemnot, 
825 ccm Pleuraexsu- 
dat. 


Hypotonie 


Nach der Krisis best 
0,3g Cebion 24 Std. 
vorher i. v. 

Sekt.: Leberabsze8 


Hochgradige Kachexie 
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Tabelle II (Fortsetzung). 





Nr. des Redoxpotential os . 
Versuchs Alter Diagnose in Millivolt Bemerkungen 
29 | 73 | Lobare Pneumonie 90 2,.6g Cebion i. v. in 


5 Tagen. Exitus 24 
Stunden spiter 


| 
30 | 69 | Pleuritis exsudativa, Blut- 63 Exitus 24 Std. Sekt. 


zucker 205mg%, Temp. Tbe. pulmonum 
399 

31 72  Blutungsanémie, Kreislauf- 55 Lungenéddem, —_ Exitus 
kollaps 7 Std. spiiter 

32 64 | Cirrhosis hepatis, Vitium 53 Ascites, Ikterus, Exitus 
cordis 9 Std. spiiter 

33 70 | Bronchopneumonie mit Pleu- — 50 Exitus 10 Std. spiiter 


ritis exsudativa 


Bei Gesunden wurden Blutpotentialwerte gefunden, die zwischen 
— 85 und — 105 Millivolt liegen, bezogen auf die Normalkalomelelektrode. 
Da nun bei der groBen Anzahl der Versuche (z. B. wurde von einer Per- 
son tiber Wochen das Redoxpotential bestimmt) immer wieder fast 
gleiche Werte gefunden wurden, so miissen diese als ,normal‘ hinge- 
stellt werden. Das Redoxpotential von Kranken, das in iiber 30 verschie- 
denen Fallen bestimmt wurde, war, abgesehen von wenigen Ausnahmen, 
bei denen kein organisches Leiden vorgelegen hat, stets weniger negativ 
eingestellt, und zwar bis — 60 Millivolt. Eine Herabsetzung des Redox- 
potentials wurde besonders bei chronischen Infektionskrankheiten ge- 
funden, ebenso bei Diabetes mellitus. Auch bei Lebercirrhose und 
Kreislaufstérungen zeigte sich eine Verminderung des Redoxpotentials. 
Ganz auffallig war nun, da bei einigen Kranken das Redoxpotential 
noch unter — 60 Millivolt lag. Diese kamen einige Stunden nach der 
Bestimmung ad exitum. Die starke Herabsetzung des Redoxpotentials 
in diesen Fallen 1a8t sich so erkliren, daB die Stoffwechselprozesse nur 
noch in einer Richtung ablaufen ; sie werden irreversibel. Uberwiegen die 
oxydierten Stufen die reduzierten, so tritt der Zustand ein, der mit dem 
Leben nicht mehr vereinbar ist. Hier soll ein besonderer Fall Erwahnung 
finden, der mit groBen Dosen Vitamin C behandelt wurde und bei dem 
noch 24 Stunden vor Eintritt des Todes ein normales Redoxpotential 
gemessen wurde (s. Tabelle II, Versuch Nr. 29). 

Aus der vorstehenden Tabelle sind die Falle Nr. 2, 7, 9, 12. 
17 und 19 als besonders charakteristisch fiir die Geschwindigkeit der 
Einstellung des jeweiligen Potentials herausgegriffen und kurvenmabig 
in der Form dargestellt, daB die zu den einzelnen Untersuchungszeit- 
punkten gefundenen Potentialhdhen im Koordinatenkreuz eingetragen 
wurden (Abb. 1). Dabei zeigte sich, daB die Kurven die Form einer 
Parabel annehmen. Gleichzeitig ergab sich die Tatsache, daB die Mes- 
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sungen mit starker negativem Redoxpotential eine steilere Kurven- 
bildung besitzen, d. h. das Potential stellt sich schneller ein, als in den 
Fallen, wo weniger negative Redoxpotentiale vorliegen. 

Wie schon erwahnt, ist es méglich, durch Zufuhr von reduzierenden 
Substanzen, z. B. Sulfhydrilverbindungen wie Glutathion oder Cystein, 
ferner Vitamin C, ein weniger negatives Redoxpotential wieder auf nor- 
male Héhe zu bringen. Nach den Untersuchungen iiber die Bestimmung 
des Redoxpotentials bei Gesunden und Kranken haben wir uns nun die 
Frage gestellt, ob es méglich ist, die Einwirkung einer einmaligen Be- 
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Abb. 1. Ausgewihlte Kurven aus Tabelle IT. Abb. 2. Kurven des in Tabelle III unter Nr. 2 

angefiihrten Belastungsversuches. 

vorher. -:-+—e—-— nach 2 Std. 
wae aah nach 5 Std. --—-—-- — nach 24 Std. 


lastung mit einer reduzierenden Substanz auf das Redoxpotential im 
vendsen Blut nachzuweisen. Uber das Ergebnis dieser Belastungs- 
versuche soll im folgenden berichtet werden. 


Es ist gelungen, sowohl bei Gesunden als auch bei Kranken, durch 
Zufuhr von Vitamin C, Hormodyn (Cystein + Glutaminsaure) und 
Natriumthiosulfat ein Ansteigen des Redoxpotentials zu erzielen und 
festzustellen, daB sich nach einer gewissen Zeit das urspriingliche Po- 
tential wieder einstellt (s. Abb. 2). 

Bei den Versuchen wurde so verfahren, daB zuniachst vor der intra- 
vendsen Injektion der Redoxsubstanz das Potential im Blut bestimmt 
wurde. Weitere Messungen wurden durchgefiihrt nach 2,5 und 24 Stun- 
den, vom Zeitpunkt der Injektion ab gerechnet. Die bei den ersten 


Messungen gefundenen Werte — es wurden relativ kleine Dosen ge- 
geben — zeigen gegeniiber dem Ausgangspotential nur einen geringen 


Unterschied, der ebenso gut innerhalb der Grenzen des physiologischen 
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Schwankungsbereichs des Redoxpotentials liegen oder auch schon als 
eine Beeinflussung durch die Redoxsubstanz aufgefaBt werden kann. 

Fiir das letztere spricht, da der erste nach der Injektion g 
messene Wert am héchsten ist und die folgenden Werte sich dem ur- 
spriinglichen Redoxpotential wieder angleichen. Bei den mit 0,2 g Ce- 
bion, 4,0 cem Hormodyn und mit Natriumthiosulfat (30 cem 20° iger 
Lésung) durchgefiihrten Versuchen zeigt sich immer wieder das gleiche 


Bild. 


> 
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Tabelle III. 





Nach Nach Nach 


Nr. Name Redoxsubstanz Menge Vorher 2 Std. 5 Std. 24 Std. 
1 Me. Cebion 0,2 g — 110 114. —110 103 
2 Me. Cebion 0,2 g — 94 105 — 103 - 97 
S Giin. Hormodyn 4 com - 88 95 92 73 
4 Pauls. Hormodyn 4 ccm 83 92 - 90 82 
5 Ler. Na-Thiosulfat 6g 82 — 98 — 98 92 


Das es sich dabei doch schon um Einwirkungen der zugefiihrten 
Redoxsubstanzen gehandelt haben mu, beweisen die mit gréBeren 
Dosen Cebion (0,7 g) ausgefiihrter 
Messungen. In der Tat zeigte 7% 





mV 
sich dann ein deutlicher Anstieg -#}+—+— gees 
des Potentials um mehr als _,} va | el 
20 Millivolt, ein Unterschied, der _, eet 
zweifellos nicht durch Zufall be- 


dingt ist (s. Abb. 3). 

Fiir die allmahliche Wieder- 
herstellung des Redoxpotentials, 
d.h. dafiir, daB die zugefiihrten 
Xedoxsubstanzen nicht mehr im 
vendsen Blut nachgewiesen 
werden kénnen, lassen sich ver- 
schiedene Erklarungen geben. 
Fiir den Fall, daB der Kérper 
iiber ausreichende Mengen von -—yj--.-. |, | 
Redoxsubstanzen verfiigt, diirf- | 
ten die injizierten Redoxmittel ° ”" 7 % % 0 WU &% W © 
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fiihrten Redoxsubstanzen in 
Organe abwandern, deren Redoxpotentiai in starkerem MaBe herab- 
gesetzt ist und dadurch der Nachweis im Blute nicht mehr méglich ist. 
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SchlieBlich diirfte auch der Gedanke nicht von der Hand zu weisen 
sein, daB die Zufuhr von Redoxsubstanzen die im Kérper vorhandenen 
oxydierenden Substanzen mobilisiert und diese danach streben, das 
urspriingliche Gleichgewicht wieder herzustellen. Abgesehen von diesen 
Vorgingen im einzelnen 1aBt sich auch ein Zusammenfallen zweier oder 
aller Méglichkeiten denken, die dann die Einstellung auf das Ausgangs- 
potential bewirken. 

Die Dauer des Nachweises schwankt zwischen 5 und 50 Stunden, 
wie aus den in Tabelle IV angefiihrten Versuchen ersichtlich ist. 


Um beurteilen zu kénnen, ob die Potentialanderung tatsiachlich 
auf der Zufuhr von Redoxsubstanzen beruht, wurden Kontrollversuche 
mit physiologischer Kochsalzlésung und Traubenzuckerlésung ange- 
stellt. Die in diesen Fallen gefundenen geringgradigen Potentialunter- 
schiede liegen durchaus im Bereich der Fehlerquellen, die die Methode 
in sich birgt. ; 





Tabelle IV. 
Name Redoxsubstanz Zeit (gemessen) “oY 
he fete | 0,7g Cebion Vorher — 65 
| | Nach 2 Std. 40 Min. - 90 
” 5 ” 15 ” — 76 
pee ere 0,7 g Cebion Vorher — 7% 
Nach 70 Min. — 100 
” 2 Std. 50 Min. — 105 
eo a — 106 
» B , — 106 
9° 50 9° 4 82 
A ee ros 0,7 g Cebion Vorher — 97 
| Nach 60 Min. 118 
” 1 Std. 50 Min. — 123 
A gg OD — 96 


Zusammenfassend ist folgendes festzuhalten. 


Die Versuche haben ergeben, daB das normale Redoxpotential bei 
Gesunden iiber —90 bis etwa —110 Millivolt liegt. Bei Kranken wird 
stindig ein weniger negatives Potential gemessen, das bei Schwer- 
kranken bis auf —60 bis — 70 Millivolt herabgeht und bei Fallen, die 
nach kurzer Zeit ad exitum kamen, sogar bis zu — 50 Millivolt betragen 
kann. Es war bereits bekannt, daB durch die Zufiihrung von negativen 
Redoxsubstanzen eine Verbesserung des Potentials herbeigefiihrt wurde. 
Durch die angestellten Versuche ist nachgewiesen, daB die Beeinflussung 
des Redoxpotentials als reversible Reaktion meBbar ist. Der Grad der 
Beeinflussung ist abhangig von der Menge der verbrauchten Redox- 
substanz, und zwar wurde der Nachweis durch Messungen erbracht, die 
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kurz vor der Injektion der Redoxsubstanz und dann in Abstanden von 
etwa 2, 5 und 24 Stunden nachher vorgenommen wurden. Die hierbei 
vefundenen Potentialunterschiede von mehr als 20 Millivolt kénnen 
innerhalb des Zeitraums, iiber den sich die Versuche erstreckten, nicht 
zufallig auftreten. Durch weitere Versuche miiBte es sich errechnen 
lassen, wie oft und in welcher Menge reduzierende Substanzen bei einem 
herabgesetzten Redoxpotential zugefiihrt werden miissen, um ein nega- 
tiveres Redoxpotential und eine optimale Redoxlage zu schaffen. 
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Isolierung und Kristallisation 
des Proteins des oxydierenden Girungsferments. 
Von 
Otto Warburg und Walter Christian. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. 
(Eingegangen am 15, August 1939.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Als wir 1936 fanden!, daB die Garung eine Pyridinkatalyse ist. 
blieben zunachst die Kolloide des katalytischen Systems unerforscht. 

1937 isolierten Negelein und Wulff? eines dieser Kolloide als kristalli- 
siertes Protein. Mit Dihydropyridinnucleotid verbindet sich das 
Protein zu einem dissoziierenden Pyridinproteid, dem reduzierenden 
Garungsferment, das Acetaldehyd zu Alkohol reduziert. 

Die Isolierung und Kristallisation eines zweiten fiir die Pyridin- 
katalyse notwendigen Kolloids beschreiben wir in dieser Arbeit. Auch 
dieses Kolloid ist ein Protein. Mit Pyridinnucleotid verbindet sich das 
Protein zu einem dissoziierenden Pyridinproteid, dem oxydierenden 
Garungsferment, das Kohlenhydrat zur Stufe der Brenztraubensaure 
oxydiert. 

Der Mechanismus dieser Reaktion — der Oxydationsreaktion der 
Garung — war seit 1936 das Hauptproblem der Garung*. Warum es erst 
gelést werden konnte, nachdem das Protein, das die Reaktion bewirkt. 
isoliert worden war, wird aus dem folgenden hervorgehen. 

AuBer den beiden nunmehr kristallisierten Proteinen sind keine 
Kolloide an der Pyridinkatalyse der Garung beteiligt. Denn mit diesen 
beiden Proteinen kann man den Kreislauf des Pyridins erzeugen, dessen 
Ergebnis die Oxydations- und Reduktionsvorginge der Garung sind. 


Fischer-Ester. 

1930 entdeckte Nilsson? in Garansatzen die 3-Phosphoglycerinsaure. 
1932 stellten Fischer und Baer4 den 3-Phosphoglycerinaldehyd (Fischer- 
Ester) dar. 1933 zeigten Smythe und Gerischer®, daB Fischer-Ester mit 
der fiir ein Zwischenprodukt zu erwartenden Geschwindigkeit von 


1 O, Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 286, 81, 1936; 287, 291. 


1936. — 2 BE. Negelein u. H. J. Wulff, diese Zeitschr. 289, 436, 1937; 293. 
351, 1937. — *% Ragnar Nilsson, Arkiv fér Kemi usw. Schwed. Akad. «| 
Wissensch. 10, 1, 19380. — 4 H.O. L. Fischer u. H. Baer, Chem. Ber. 65. 
337, 1932. — ° C. V. Smythe u. W. Gerischer, diese Zeitschr. 260, 414, 1933. 


* What may be termed the fundamental reaction of fermentation b) 
yeast now occurs.** Uppsala, Arthur Harden, 1938 (Almquist u. Wiksells). 
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Lebedew-Saft vergoren wird. 1934 fanden Meyerhof und Lohmann}, 
daB Zellextrakte Hexosediphosphat in Triosephosphat spalten. 

Nach alledem war es wahrscheinlich, als 1936 die Gleichungen der 
Pyridinreaktionen aufzustellen waren, daB es der Fischer-Ester sei, der 
bei der Garung durch Pyridinnucleotid oxydiert wird, daB also die 
Oxvdationsgleichung der Garung laute: 


3-Phosphoglycerinaldehyd — Pyridinnucleotid — H,O 
3-Phosphoglycerinsaure + Dihydropyridinnucleotid. (1) 


Versuche, diese Reaktion mit dialysierten Zellextrakten, die die 
zur Garung notwendigen Kolloide enthielten, zu erzeugen, verliefen 
negativ. So blieb die Oxydation des Kohlenhydrats bei der Garung 
ein ungeklarter Vorgang**?. 

1937 fanden Needham und Pillai}, dab Hexosediphosphat zu 
3-Phosphoglycerinsaure oxydiert wird, wenn man zu Hexosediphosphat 
und Pyridinnucleotid Zellkolloide und auperdem Arsensdure gibt. Wie 
wir zeigen werden, nahmen Needham und Pillai mit Recht an, daB diese 
Reaktion tiber Fischer-Ester geht, daB also Zellkolloide bei Gegenwart 
von Arsensaure die Reaktion (1) bewirken. 


Test. 

In Lésungen von Fischer-Ester, Pyridinnucleotid und Arsensdure 
erzeugen wir durch Zugabe von Zellkolloiden die Reaktion (1). Die 
Zellkolloide werden solange fraktioniert, bis ihre Wirksamkeit im 
,Arsensduretest’’ nicht mehr zunimmt. 

Wir nehmen also an, daB das Kolloid, das bei Gegenwart von 
Arsensaure die Reaktion (1) bewirkt, identisch ist mit dem kolloiden 
Bestandteil des oxydierenden Garungsferments. 


MeBmethoden. 

Bei allen Reaktionen, in denen Pyridinnucleotide oxydierend 
wirken, entsteht die Bande 340 my». des Dihydropyridins, die wir 1935 
entdeckt haben. Da das nicht hydrierte Pyridin bei 340 my nicht ab- 
sorbiert, so kann man auf die Dihydropyridinabsorption eine licht- 
elektrische Methode griinden zur Erkennung und Messung dieser Re- 
aktionen. Die Methode 4, die wir 1935 beschrieben haben, wird heute 
allgemein angewandt und braucht hier nicht naher erlautert zu werden. 


1 O, Meyerhof u. K. Lohmann, Naturwiss. 22, 134, 1934. 20. War- 
burg, Ergebn. d. Enzymforsch. 7, 210, 1938 (S. 245). 3D. M. Needham 
u. R. K. Pillai, Biochem. J. 31, 1837, 1937: vgl. auch O. Meyerhof, 
P. Ohlmeyer u. W. Mohle, diese Zeitschr. 297, 90, 1938. 41 O. Warburg 
u. W. Christian, diese Zeitschr. 282, 157, 1935: BE. Negelein u. E. Haas, ebenda 
282, 206, 1935. 
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Bei der lichtelektrischen Messung der Oxydationsreaktionen 
wahlten wir die Proteinkonzentrationen so, daB halber Umsatz in etwa 
1 Minute erreicht wurde. Dann geniigten im allgemeinen zwei Ab- 
lesungen in zwei aufeinanderfolgenden Minuten zur Messung der Wirkung 
einer Proteinlésung. 

War die Wirkung einer Proteinlésung bei 340 my gemessen, so 
bestimmten wir die Lichtabsorption derselben Proteinlésung in einem 
aliquoten Teil bei 260 oder 280 my. und erhielten so den Quotienten 
Wirkung Lichtabsorption. Da offenbar jede MaBnahme im Gang des 
lsolierungsverfahrens, bei der der Quotient zunahm, eine Reiniguny 
bedeutete, fraktionierten wir unsere Proteinlésungen solange, bis der 
Quotient Wirkung Lichtabsorption nicht mehr zu steigern war. War 
das Protein rein, so ergab sich aus dem Quotienten Wirkung  Licht- 
absorption und dem Absorptionskoeffizienten des Proteins (vgl. Ab- 
schnitt 6 des Versuchsteils) der Quotient Wirkung mg Protein, 

Die beiden lichtelektrischen Messungen, die zur Bestimmung 
des Quotienten nétig sind, nehmen etwa 5 Minuten in Anspruch. Da 
sehr viele solcher Bestimmungen bei der Ausarbeitung des Isolierungs- 
verfahrens auszufiihren waren, haben unsere lichtelektrischen Meb- 
methoden wesentlich zu dem Erfolg dieser Arbeit beigetragen. 


Tsolierung. 

Das Hauptprinzip bei der Isolierung des Proteins war die frak- 
tionierte Fallung der Zellproteine mit Nucleinsdure bei variierter Wasser- 
stoffionenkonzentration. Zur Entfernung der Nucleinsiure aus den 
Nucleoproteidniederschlagen benutzten wir das Protamin Sturin, das 
wir der groBen Freundlichkeit der Herren Edlbacher (Basel) und Wald- 
schmidt-Leitz (Prag) verdanken. 

War das Protein iiber das Nucleoproteid gereinigt, so konnte 
seine wasserige Lésung ohne Verlust an Wirksamkeit auf 66° erhitzt 
werden, wobei viele Begleitproteine denaturiert ausfielen. 

Im wesentlichen mit Hilfe dieser einfachen MaBnahmen erhalt man 
aus 500g Trockenhefe durch Arbeit weniger Tage 1.2 g¢ des reinen 


Proteins des oxydierenden Garungsferments. 


Kristallisation. 


Eine 10°,ige Lésung des Proteins wird mit Ammonsulfat halb 
gesittigt, wobei kein Niederschlag ausfallen soll. Ist eine geringe 
Triibung aufgetreten, so wird sie durch vorsichtigen Zusatz von Wasser 
wieder entfernt. 

Gibt man dann zu der Lésung ein Drittel ihres Volumens an 
n/l Ammoniak (in Wasser), so beginnt bald die Kristallisation des 
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Proteins, die in etwa 6 Stunden beendet ist. Wir lassen dabei die 
Losungen bei Zimmertemperatur in einem nicht evakuierten Exsikkator 
iiber Kieselgel in einer flachen Schale stehen, wobei sie ein wenig 
eindunsten. 

Obwohl die Ammoniakkonzentration bei der Kristallisation be- 
trachtlich ist (!/3) molar), wird die Lésung wegen der hohen Ammon- 
sulfatkonzentration nicht zu alkalisch (py etwa 7,8). 

Da wir ohne Ammoniakzusatz nie Kristalle erhalten haben, so 
sind die Kristalle vielleicht ein Ammoniumsalz des Proteins. 

Im ganzen fallt bei dem Verfahren etwa 50°, des Proteins aus. 
Auch die letzten Anteile, die ausfallen, sind vollkommen einheitliche 
Kristalle, frei von jeder amorphen Beimengung (Abb. 1). 





Abb. 1. Protein des oxydierenden Girungsferments 
VergréBerung 55fach. 


Wir haben die Methode der Proteinkristallisation aus Ammoniak- 
Ammonsulfat auch auf ein konjugiertes Protein (ein gelbes Ferment) 


anzuwenden versucht, aber ohne Erfolg. 


EKigenschaften. 

Das Protein, dessen Wirksamkeit in rohen Hefeextrakten, besonders 
bei der Dialyse, schnell abnimmt, ist in reiner Lésung bei 0° bestandig. 
Nicht zu verdiinnte, z. B. 2°,ige Lésungen des reinen Proteins konnten 
durch achttagige Dialyse ohne Wirkungsverlust vollstandig von Salzen 
befreit werden. Die Unbestandigkeit des Proteins in rohen Hefe- 
extrakten riihrt von der zerstérenden Wirkung von Begleitproteinen 
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her, eine Erscheinung, die zuerst Vegelein bei der Lsolierung des Zwischen 
ferments beobachtet hat und die fiir die Isolierung von Ferment 
proteinen von grober Bedeutung ist. So frith wie méglich muB im 
Gang der Isolierung ein Schritt angefvandt werden, der das gesucht 
Protein stabilisiert. 

Beim Eintrocknen von Lésungen des reinen Proteins, auch von 
vefrorenen Lésungen, geht ein Teil der Wirkung (etwa 40°.) ver 
loren. 

Das Protein ist in Wasser sehr leicht léslich und kann bei keinem py, 
aus seiner wasserigen Losung ausgefallt werden. Die Nucleinsaure- 
verbindung jedoch ist in m 50 Acetatpuffer von py 4.7 vollkommen 
unléslich, bei Zusatz von mehr NSalz ist sie léslicher. 


Aus 2°, iger Proteinldsung beginnt das Protein mit Ammonsulfat 


bei einem Sattigungsgrad des Ammonsulfats von etwa 0,6 auszufallen 
und ist bei einem Sattigungsgrad von 0,75 vollstaéndig ausgefallen. 


Das Protein enthalt 52,4°, C, 7,51°, H, 16,41°, N, 108°, S und 
verbrennt ohne Riickstand. 

Kin geringer Phosphorgehalt der Praparate (~ 0,.020°,) war 
weder durch siebentagige Dialyse noch durch Protamin zu entfernen. 
Doch lieB sich durch Fallung des Proteins aus gesittigter Kochsalz- 
lésung mit Salzsiure der Phosphorgehalt des Proteins vermindern, 
ohne da die Wirkung pro mg Protein absank, woraus wir schlieBen, 
daB der Phosphor als Verunreinigung zu betrachten ist. 

Die wichtigste Eigenschaft des Proteins ist. daB es sich mit Di- 
phosphopyridinnucleotid zu einem dissoziierenden Pyridinproteid ver- 
bindet. Die Dissoziationskonstante des Pyridinproteids ist 


K | Protein| x | Nucleotid | ee Mole Nucleotid 
| Proteid | ae Liter 

Dieses Pyridinproteid, das oxydierende Garungsferment, wirkt, 
indem es sein physiologisches Substrat bindet und das gebundene 
Substrat in einer innermolekularen Proteidreaktion oxydiert. Die 
Geschwindigkeit der innermolekularen Reaktion ist groB. An einem 
Molekiil Protein kénnen pro Minute rund 20000 Molekiile Pyridin- 
nucleotid und Substrat reagieren. : 


Vergleich der Proteine 
des oxydierenden und reduzierenden Gdrungsferments. 
Vergleichen wir unser Protein mit dem Protein des reduzierenden 


Garungsferments, so ergibt sich: 
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Protein des reduzierenden 


-rotein des oxydierenden * 
I 1 yo Garungsterments 


Gerenguerments nach Negelein und Wulff * 
Elementare Zusammen- | 52.54C, 7,51 H, 52,.8C, 6.96 H, 16,54 N, 
setzung in % \ 1641 N, 1,088 1,218 
. — 3,.2-107° Mole 3.2.10 ° Mole 
Dissoziationskonstante | cee ; Ne a 
‘ : Pyridinnucleotid Dihydropyridinnucleotid 
des Proteids : : Sake 
pro Liter pro Liter 
Maximale Geschwindig- | 
keit der innermoleku- ~ 20006 pro Min. ~ 30000 pro Min. 
laren Proteidreaktion | 


* Diese Zeitschr. 298, 351, 1937. 


Die Ubereinstimmung der beiden Proteine in bezug auf ihre ele- 
mentare Zusammensetzung, in bezug auf die Festigkeit, mit der sie 
ihre prosthetische Gruppe binden und in bezug auf die Umsatzgeschwin- 
digkeit der innermolekularen Proteidreaktion ist bemerkenswert. 

Trotzdem sind die Wirkungen der beiden Proteine streng spezifisch. 
In dem System, in dem das Protein des oxydierenden Garungsferments 
wirkt, ist das Protein des reduzierenden Garungsferments ohne jede 


Wirkung und umgekehrt. 


Wirkung des oxydierenden Garungsferments. 

Das oxydierende Giarungsferment ist in den Zellextrakten (unter 
anderem) von den Fermenten Hexokinase und Isomerase begleitet, 
deren Wirkung Meyerhof und Lohmann! entdeckt haben. 

Hexokinase bewirkt die reversible Reaktion: 


Hexosediphosphat —* 2 Triosephosphat. 
Isomerase bewirkt die reversible Reaktion : 
Dioxyacetonphosphorsaure ~™ Fischer- Ester. 


In allen fritheren Versuchen iiber die Oxydationsreaktion der Garung 
war das oxydierende Garungsferment (unter anderem) mit Hexokinase 
und Isomerase verunreinigt. In allen fritheren Versuchen war also 
das Substrat, gleichgiiltig, ob man von Hexosediphosphat oder Dioxy- 
acetonphosphorsaure oder Fischer-Ester ausging, immer die Gleich- 
gewichtsmischung dieser drei Substanzen, die deshalb alle drei gleich 
wirkten, Unter diesen Umstanden blieb offen, welche der drei Substanzen 
mit dem oxydierenden Garungsferment reagierte. 

Im Gang unseres Lsolierungsverfahrens werden Hexokinase und 
Isomerase durch Erhitzen abgetrennt. Dann bleibt der Arsensiuretest 
mit Hexosediphosphat und Dioxyacetonphosphorsiure reaktionslos 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 102, 1934 
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und nur der Fischer-Ester reagiert. Erst damit war bewiesen Was 
Needham und Meyerhof schon vermutet hatten —, daB der Fischer 
Ester (seine natiirliche d-Form) die Reaktionsform des Kohlen 
hvdrats ist. 

Die physiologische Oxydationsreaktion. 

Die Abtrennung der Hexokinase und Isomerase von dem oxy- 
dierenden Garungsferment hat noch eine andere und_ interessantere 
Folge. Wahrend vor der Abtrennung Fischer-Ester von, Pyridinnucleotid 
nur bei Gegenwart von Arsensiure oxydiert wird, reagiert nach der 
Abtrennung der Fischer-Ester auch dann, wenn die Arsensaiure durch 
Phosphorséure ersetzt wird. Dann hat man die physiologische Oxy. 
dationsreaktion der Garung. 


Gleichgewicht. 

Gibt man zu Fischer-Ester, Phosphat und Pyridinnucleotid das 
reine Protein des oxydierenden Giarungsferments, so wird das Pyridin 
des Nucleotids hydriert. Dabei ist die Geschwindigkeit der Hydrierung 
um so grober, je gréBer die Konzentration des anorganischen Phos- 
phats ist. 

Die Reaktion macht halt, ehe alles Pyridinnucleotid hydriert 
worden ist. Je groéBer die Konzentration des anorganischen Phosphats 
ist, um so vollstandiger verlauft die Reaktion (vgl. Abb. 5 im Versuchs- 
teil). 

Hat sich das Gleichgewicht eingestellt, so kann es weder durch 
3-Phosphoglycerinséiure, noch durch Phosphobrenztraubensaure, noch 
durch 2, 3-Diphosphoglycerinsiure verschoben werden. 

Aus dem Gesagten folgt, daB an der Hinreaktion Phosphat beteiligt 
ist, und dafB das zuriickreagierende Oxydationsprodukt keine der ge- 
nannten Substanzen ist. 

Dies war fiir Negelein und Brémel der AnlaB, das zuriickreagierende 
Oxydationsprodukt zu isolieren, Sie fanden', daB es 1, 3-Diphospho- 
glycerinsaiure ist, womit auch die Bedeutung des anorganischen Phos- 
phats fiir die Hinreaktion erklart war. 

Denn nach dem Ergebnis von Negelein und Brémel kann es nicht 
anders sein, als dafS zunachst Phosphat und Fischer-Ester (reversibel) 
unter Bildung von 1, 3-Diphosphoglycerinaldehyd reagieren, ob von 
selbst oder an dem Protein, bleibe dahingestellt. Erst dann erfolgt 
die Oxydationsreaktion der Garung: 

1, 3-Diphosphoglycerinaldehyd — Pyridinproteid 
s 


1, 3-Diphosphoglycerinsiure + Dihydropyridinproteid. 


1 BE. Negelein u. H. Brémel, diese Zeitschr. 301, 135, 1939. 
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Von dieser physiologischen Reaktion unterscheidet sich die Re- 
aktion bei Gegenwart von Arsensaéure in ihrem Verlauf wesentlich 
dadurch, daB sie keine Gleichgewichtsreaktion, sondern eine vollstandige 
Reaktion ist. Denn bei Gegenwart von Arsensadure ist das Oxydations- 
produkt die nicht zuriickreagierende 3-Phosphoglycerinsiure. 

Trotzdem formulieren wir die Oxydationsreaktionen in beiden 
Fallen analog, nehmen also auf Grund der Arbeit von Negelein und 
Brémel an, dab bei Gegenwart von Arsensiiure ein arsenylierter Fischer- 
Ester zu arsenylierter Phosphoglycerinséure oxydiert wird. Wahrend 
aber das diphosphorylierte Oxydationsprodukt unter den Versuchs- 
bedingungen bestandig ist, zerfallt das arsenylierte Oxydationsprodukt 
von selbst in Arsensaure und 3-Phosphoglycerinsaure. 

Wirkung von Hexokinase und Isomerase auf das Gleichgewicht. 

Meyerhof und Lohmann haben gefunden!, dab das Gleichgewicht 

Dioxvacetonphosphorsiure [> Fischer-Ester 
so sehr zuwngunsten des Fischer-Esters liegt, dab der Fischer-Ester zu 
etwa 95°, verschwindet, wenn man bei Zimmertemperatur zu seinen 
Lésungen Isomerase gibt. 

Ist nun das Protein des oxydierenden Garungsferments noch mit 
Hexokinase und lsomerase verunreinigt, so sinkt bei Zusatz des Proteins 
zu den Substraten der Oxydationsreaktionen die Konzentration des 
Fischer-Esters auf einen kleinen Bruchteil ab. 

In dem physiologischen System (mit Phosphorsdure) kompensiert 
dann die Riickreaktion schon bei kleinstem Umsatz die Hinreaktion. 

In dem System mit Arsensdure jedoch, dessen Oxydationsprodukt 
nicht zurtickreagiert, verlangsamen Hexokinase und Lsomerase zwar die 
Oxydationsreaktion, kénnen aber ihren vollstandigen Verlauf nicht 
verhindern. 

Deshalb war eine Vorbedingung fiir die Erkennung der physio- 
logischen Oxydationsreaktion die Isolierung des Proteins des oxy- 
dierenden Ferments, waihrend die unphysiologische Oxydationsreaktion 
bei Gegenwart von Arsensaure schon gefunden werden konnte, ehe das 
Protein isoliert war. 

Wirkung des Adenylsduresystems auf das Gleichgewicht. 

Th. Biicher hat in Lebedew-Saft ein spezifisches Protein gefunden, 
das bewirkt, daB das Endprodukt der physiologischen Oxydations- 
reaktion und Adenosindiphosphat nach der Gleichung reagieren : 


1, 3-Diphosphoglvcerinsaure — Adenosindiphosphat 


3-Phosphoglycerinsaure — Adenosintriphosphat. 


1 O. Meyerhof u. K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 102, 1934 
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Erzeugt man also mit dem reinen Oxydationsferment das Gleich 
gewicht der physiologischen Oxydationsreaktion und gibt dann Adenosin 
diphosphat und Biichers Protein hinzu, so sinkt die Konzentration des 
zurickreagierenden Oxydationsprodukts und das Gleichgewicht wird 
in dem Sinne verschoben, dab mehr Fischer-Ester und Pyridinnucleotid 
reagieren, Das Adenylsiuresystem wirkt hiernach auf das Gleichgewicht 
der Oxydationsreaktion umgekehrt wie Hexokinase und lsomerase. 
Wahrend Hexokinase und Isomerase die Konzentration des — hin 
reagierenden Fischer-KEsters herabsetzen, vermindert das Adenylsadure 
svstem die Konzentration des zuriickreagierenden Oxydationsprodukts 

Dies erklart das Verhalten des Systems, in dem wir die Pyridinkatalys 
der Garung entdeckt haben!. Zusatz eines Proteingemischs zu Robison 
Ester und Pyridinnucleotid bewirkte, dai Pyridinnucleotid reduziert 
wurde, aber nur ein kleiner Teil der gesamten Menge. ,,Die Reaktion geht 
weiter und zu Ende, wenn man eine dem Pyridinnucleotid gleiche Menge 
Adeninnucleotid zusetzt und auBerdem alle Komponenten des Giirtests.” 

Meyerhof? wiederholte und variierte unseren Versuch tiber den Eintluls 
des Adenylsiiuresystems auf die Hydrierung des Pyridinnucleotids, jedoch 
mit denselben komplizierten Fermentgemischen, mit denen wir 1936 ge 
arbeitet hatten. Er entwickelte die Theorie, die Hydrierung des Pyridin 
nucleotids bei der Géarung sei ,,gekoppelt mit einer Phosphataufnahme 
durch das Adenylsiuresystem**. Diese Theorie, fiir die er thermodyna 
mische Griinde, aber keine chemischen Versuche anfiihrte, muB nunmelhr 
aufgegeben werden. Denn das reine Protein des oxydierenden Garungs 
ferments bringt Fischer-Ester und Pyridinnucleotid bei Abwesenheit des 


Adenylsauresystems zur Reaktion. 


Zusammenwirken des oxydierenden und reduzierenden Gdarungsferments. 

Zu Fischer-Ester, Phosphat, Pyridinnucleotid und Acetaldehyd, 
gibt man pro ccm 0,8 7 des reinen Proteins des oxydierenden Garungs- 
ferments. Dann beginnt die Oxydationsreaktion und es erscheint die 


Bande des Dihydropyridins. Ist das Gleichgewicht erreicht, so gibt 


man pro cem 0.8 y des von Negelein kristallisierten reinen Proteins des 
reduzierenden Garungsferments hinzu. Dann verschwindet die Bande 
des Dihydropyridins (Abb. 2). 


Man beachte bei dem Versuch: 


1. Wie klein die wirksamen Proteinmengen sind. 0,8 rund 
10-11 Mole Protein pro cem erzeugen mehr als halben Umsatz_ pro 


Minute. Protein IL war ein Praparat, das Negelein vor 21/5 Jahren 
isoliert hatte und das seitdem als Trockenpulver im Eisschrank auf 


bewahrt worden war. 
' O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 286, 81, 1936; 287, 291, 


1936 (S. 323); Helv. Chim. Acta 19, E 79, 1936. 2 O. Meyerhof, P.Ohimeyer 
u. W. Méhle, diese Zeitschr. 297, 90, 1938; 297, 113, 1938. 
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2. DaB bei Zusatz des Proteins IL die Lichtabsorption nicht auf 
Null sinkt. Die noch tibrigbleibende Lichtabsorption entspricht der 
Dihydropyridinkonzentration des stationdren Zustandes. Sie ist um so 
kleiner, je héher die Konzentration des Proteins IL ist (zweiter Zusatz 
des Proteins II), hingt dagegen nicht von der Konzentration der Sub- 
strate ab, mit denen bei dem Versuch beide Proteine gesittigt waren. 




















18 : 
& a | 
16 Q8y/em 
1¥ i a 
12 , 
I froreind 
v/ “oe” 
; 08 yom 
tS lh 
Vrorein q 
16 y/em 
i! 
C é , ¢ € FF FF F M 10 
‘in. 


Abb. 2. Zusammenwirken des oxydierenden und reduzierenden Giarungsferments. 


io/t ist die Lichtschwichung fiir die Wellenlange 340 mu. Schichtdicke 0,557 em. 
Protein I ist das Protein des oxydierenden Giarungsferments, Protein II ist das Protein des 
reduzierenden Girungsferments, 


Die Konzentrationen bei dem Versuch waren: 


Pyridinnucleotid : 0,183 mg ccm 

d-Fischer-Ester : 0,733 ie | 

Acetaldehyd : 1,47 am | Px 7.9, 
Protein : 0,0008_,, Tem peratur 25°, 
Orthophosphat : 3,3 10-5 Mole cem 

Pyrophosphatpuffer: 3,3-10-5 ie 


Das Ergebnis des Versuchs ist eine gemischte Dismutation. Die 
Aldehydgruppe des (phosphorylierten) Fischer-Esters wird zur Carboxyl- 
gruppe oxydiert, die Aldehydgruppe des Acetaldehyds wird zur Alkohol- 
gruppe reduziert: 


RCHO + R’CHO + H,O = RCOOH + R’CH,OH. 


Diese Dismutation wird also nicht durch ein Ferment bewirkt, 
sondern durch zwei Fermente mit gemeinsamer prosthetischer Gruppe. 
An dem Protein des einen Ferments wird das Pyridin von phos- 
phoryliertem Fischer-Ester hydriert, an dem Protein des anderen 
Ferments wird das Dihydropyridin von Acetaldehyd dehydriert, womit 
der Anfangszustand in bezug auf das Fermentsystem wieder hergestellt 
ist und die beiden Aldehyde dismutiert worden sind. 

Offenbar wird auf diese Weise ein héherer Grad von Spezifizitat 
erreicht, als wenn die Hydrierung und Dehydrierung des Pyridins an 
einem Protein vor sich ginge. Vorbedingung fiir das Zusammenwirken 
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von zwei Proteinen ist, dab die prosthetische Gruppe dissoziierend 
gebunden ist. So versteht man den physiologischen Sinn der Disso- 
ziation der Pyridinproteide. 

Kurven, die ahnlich aussehen wie die Kurven der Abb. 2, findet 


man schon in unseren Giarungsarbeiten! von 1936. Man beachte aber 


einen wesentlichen Unterschied. In den alten Versuchen enthielt das 
System bei ¢ = 0 ein Gemisch von Proteinen, aber nur ein Substrat 
und die Umkehr der Kurve wurde durch Zusatz des zweiten Substrats, 
des Acetaldehyds, erzeugt. In dem neuen Versuch enthalt das System 
bei t — 0 beide Substrate, aber nur ein Protein und die Umkehr der 
Kurve wird durch Zusatz des zweiten Proteins erzeugt. Erst der neue 
Versuch zeigt also, daB die Dismutation durch zwei (spezifische) Proteine 
bewirkt wird. 

Anmerkung. In den Garungstheorien aus der Zeit vor der Entdeckung 
der Pyridinkatalyse war die Dismutationsreaktion der Giarung: 

2 Triosephosphat = Glycerinphosphorsiure + Phosphoglycerinsiure, 
auf die dann eine zweite ,,Oxydoreduktion“ folgte: 
Glycerinphosphorsiiure + Acetaldehyd = Triosephosphat + Alkohol. 

Wahrscheinlich kommen diese beiden Reaktionen bei der Garung, sofern 
man keine Gifte zusetzt, nicht vor. Unerklart bleibt dann allerdings, wie es 
méglich war, daB beide Gleichungen in den Garungsarbeiten von 1933 bis 
1936 vielfach experimentell verifiziert worden sind ?*. 


Spezifische Bindung. 

Ersetzt man in dem Versuch der Abb. 2 das diphosphorylierte 
durch das triphosphorylierte Pyridinnucleotid, so bleibt das System 
reaktionslos. Warum reagiert hier das triphosphorylierte Pyridin- 
nucleotid nicht ? 

Zur Beantwortung dieser Frage haben wir bei dem Versuch der 
Abb. 2 beide Pyridinnucleotide (in aquivalenten Mengen) zugesetzt 
und dann die Hydrierung und Dehydrierung des diphosphorylierten 
Nucleotids gemessen. Wir fanden keinen EinfluB des triphosphorylierten 
Nucleotids auf die Reaktionsgeschwindigkeit und schlieBen daraus, 
daB das triphosphorylierte Nucleotid von den Proteinen des oxydierenden 
und reduzierenden Girungsferments nicht merklich gebunden wird. 
Sonst hatte das nichtreagierende Nucleotid reagierendes Nucleotid 


1 O. Warburg u. W. Christian, Helv. Chim. Acta 19, E 79, 1936; diese 
Zeitschr. 287, 291, 1936. — ? Anmerkung bei der Korrektur am 17. Sep- 
tember. Nach Versuchen von Negelein und Brémel, die sie beschreiben 
werden, kann sowohl Triose als auch Triosephosphat mit Dihydropyridin- 
Nucleotid an dem Protein des reduzierenden Garungsferments reagieren, 
wobei Glycerin oder Glycerinphosphat entsteht. Diese Reaktionen je- 
doch verlaufen so langsam im Vergleich zu der Reaktion des Acet- 
aldehyds mit Dihydropyridin, daB sie bei Gegenwart von Acetaldehyd, also 
bei der Garung, praktisch nicht vorkommen. 
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von den Proteinen verdringen und damit die Reaktionen hemmen 
miissen. Das triphosphorylierte Nucleotid wirkt also hier nicht, weil 
es von den Fermentproteinen nicht gebunden wird. 

Ferner: Hydriertes (diphosphoryliertes) Pyridinnucleotid wird 
von dem Protein des oxydierenden Garungsferments ebenso fest ge- 
bunden, wie von dem Protein des reduzierenden Géarungsferments 
(K = 3,2 - 10-5). Trotzdem reagiert der Acetaldehyd nur an dem Protein 
des reduzierenden Garungsferments. Warum reagiert er nicht auch an 
dem Protein des oxydierenden Girungsferments / 

Zur Beantwortung dieser Frage haben wir die Geschwindigkeit der 
Oxydationsreaktion (aufsteigender Ast der Kurve Abb. 2) bei Gegenwart 
und bei Abwesenheit von Acetaldehyd gemessen. Wir fanden keinen 
EinfluB des Acetaldehyds auf die Geschwindigkeit der Oxydations- 
reaktion, woraus wir schlieBen, das der Acetaldehyd von dem Protein 
des oxydierenden Garungsferments nicht merklich gebunden wird. 
Sonst hatte er Kohlenhydrat von dem Protein verdrangen und damit 
die Oxydationsreaktion hemmen miissen. Der Acetaldehyd reagiert 
also an dem Protein des oxydierenden Garungsferments nicht, weil 
er nicht gebunden wird. 

Im ganzen folgt aus derartigen Messungen, da die Ursache der 
spezifischen Wirkung der Proteine die spezifische Bindung an die Proteine 
ist. Ob nicht reagierende Substanzen reagieren wiirden, wenn sie ge- 
bunden wiirden, ist eine miiBige Frage. Denn die Nichtbindung ist 
schon eine hinreichende Erklarung der Nichtwirkung. 

Fluoreszenz. 

Um das Zusammenwirken der beiden Garungsfermente zu demon- 
strieren, lassen wir den in Abb. 2 dargestellten Versuch in einem Reagens- 
glas vor dem Schwarzglas einer Quarzlampe vor sich gehen. Dann 
leuchtet die Lésung, da das hydrierte Pyridinnucleotid wei} fluoresziert }, 
bei Zusatz des ersten Proteins weiB auf und wird wieder dunkel bei 
Zusatz des zweiten Proteins. 

Entsprechend demonstrieren wir die Beteiligung des Phosphats 
an der Oxydationsreaktion, indem wir zu Fischer-Ester und Pyridin- 
nucleotid das Protein des oxydierenden Garungsferments geben. Dann 
bleibt die Lésung dunkel. Sie leuchtet weif auf, wenn man Phosphat 
hinzufiigt. 

Glycerinaldehyd. 

Auf der Suche nach Substraten fiir das oxydierende Garungs- 
ferment haben wir die Beobachtung gemacht?, das ein zellfremdes 
Substrat, namlich Glycerinaldehyd, den Fischer-Ester ersetzen kann. 

1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 282, 157, 19385. — ? Dab 
tlycerinaldehyd in Ext:akten von giérenden Zellen reagiert, haben LD. M. 
Needham u. R. K. Pillai schon 1937 gefunden (Biochem. J. 31, 1837, 1937). 
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Ebenso wie Fischer-Ester reagiert auch der Glycerinaldehyd wesent 
lich nur bei Gegenwart von anorganischem Phosphat und um so schneller, 
je héher die Konzentration des Phosphats ist. Auf Grund der Arbeit 
von Negelein und Brémel nehmen wir an, daB auch hier der Oxydation 
eine Phosphorylierung in 1-Stellung vorangehen muB. 

Um mit Glycerinaldehyd die gleiche Reaktionsgeschwindigke 't 
zu erzeugen, wie mit Fischer-Ester, muB man rund 1000mal sovie! 
Protein zusetzen. (GréBenordnung 1 mg/cem statt 1 y/eem, wenn man 
halben Umsatz pro Minute erzielen will.) Wir glauben, daB die Re- 
aktion keine physiologische Bedeutung hat. 

Trotzdem ist das Verhalten des Glycerinaldehyds interessant 
Es erinnert an das Verhalten des Riboflavins, das nach Kuhn und Rudy! 
die Riboflavinphosphorsadure in dem alten gelben Ferment, wenn auch 
nicht in quantitativer Hinsicht, ersetzen kann. 


Nomenklatur. 

Nach unserem Vorschlag einer chemischen Nomenklatur der Fer- 
mente erhalten das oxydierende und das reduzierende Garungsferment 
die Bezeichnungen 

Pyridinproteid pj phosphoglycerinaldehyd 
und 
Dihydropyridinproteid  cotatacnya « 


Der Anwendungsbereich dieser Nomenklatur ist zur Zeit noch eng, 
da man Substanzen nach ihrer chemischen Konstitution nur benennen 
kann, wenn ihre chemische Konstitution bekannt ist. Andererseits 
liegt gerade darin ein Vorzug der Nomenklatur. Denn sie trennt dic 
Fermente bekannter Konstitution und Wirkungsweise von den anderen 
Fermenten. 

Versuchsteil. 


1. Test. 2. Isolierung. 3. Kristallisation. 4. Zusammensetzung. 
5. Phosphorgehalt. 6. Absorptionsspektrum. 7. Oxydationsreaktion 
der Garung. 8. Glycerinaldehyd. 9. Die Proteinnucleotidverbindung. 
(Dissoziationskonstante des oxydierenden Garungsferments). 


1. Test. 


Zu Fischer-Ester und Pyridinnucleotid geben wir das zu priifende 
Protein und eine maximal wirksame Arsensiuremenge. Dann tritt 
die Dihydro-Pyridinabsorption auf, die lichtelektrisch bei der Wellen- 
linge 340 my gemessen wird. 

Die Proteinmengen sind dabei so zu wahlen, daB in 1 Minute etwa 
die Halfte des Pyridinnucleotids reduziert ist. Die Zeit t = 0 ist die 


1 R. Kuhn u. H. Rudy, Ber. 69, 2557, 1936. 
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Zeit, zu der die Arsensaure zugesetzt wird. Man macht zwei Messungen 
nach 1 und nach 2 Minuten und berechnet daraus die Geschwindigkeits- 
konstante * der Reaktion. 

k, dividiert durch die Proteinkonzentration p, ergibt die Wirksamkeit 
des Proteins im Test. p wird lichtelektrisch bestimmt, wortiber man 
Naheres in Abschnitt 6 findet. 

Der Puffer beim Test war Natriumpyrophosphat, das gleichzeitig 
zur Bindung von Schwermetallen diente, gegen die das Protein empfind- 
lich ist. 

Das Diphospho-Pyridinnucleotid war von A. Griese aus Hefe gewonnen. 
d, |-Fischer-Ester war von Negelein und Brémel nach der Vorschrift von 
Fischer und Baer! dargestellt. Da nur die (natiirliche) d-Form des Fischer- 
Esters reagiert, geben wir bei den Versuchen nur die Konzentration der 
d-Form an. 

Kinetik. 

Der Reaktionsverlauf wird am einfachsten, wenn man mit einem 
vroBen UberschuB an Fischer-Ester arbeitet. 

Um aber Fischer-Ester zu sparen, haben wir mit kleinen, und zwar 
dem Pyridinnucleotid gleichen Konzentrationen an Fischer-Ester 
gearbeitet. Dann war 

dc 
dt 


wo ¢ die Konzentration des nicht reduzierten Pyridinnucleotids zur 
Zeit t und k die (scheinbar) bimolekulare Geschwindigkeitskonstante 
der Reaktion ist. 

Damit man sieht, daB k wirklich im ganzen Verlauf der Reaktion 
konstant ist, haben wir in dem folgenden Versuch bis zum fast voll- 
standigen Ablauf der Reaktion gemessen. Fiir den Zweck des Tests 
jedoch geniigten die ersten 2 Minuten. 


Versuch. 


0,504 mg Pyridinnucleotid, 0,132 mg d-Fischer-Ester und 0,024 mg 
(nahezu reines) Protein werden mit m/30 Natriumpyrophosphatpuffer 
auf 2,9 cem gebracht. Die Lésung, deren py 8,45 ist, wird in einen Quarz- 
trog eingefiillt, wobei LuftabschluB iiberfliissig ist. Der Quarztrog wird vor 
die lichtelektrische Zelle gestellt, zur Zeit t = O wird 0,1 ecm einer 5,3 %igen 
Lésung von Natriumarseniat (Na,H AsO, + 7H,O)zugegeben. Die Konzen- 
trationen der Reaktionsteilnehmer waren also: 





mg/cem Mole/cem 
Pyridinnucleotid (Mol.-Gew. 663) ......... 0,168 254-1077 
d-Fischer-Ester (Mol-Gew. 170) ........... 0.0438 258-10 7 
Protein (Mol.-Gew. ~ 100 000) ........... 0,008 ~8 -10°"! 
UIE gs 65.0 6 oo cS e dc case e eee es o,¢ -I0* 


1H O.L. Fischer u. H. Baer, Chem. Ber. 65, 337, 1932. 
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Das Ergebnis des Versuchs ist in Tabelle I und graphisch in Abb. 33 
wiedergegeben. 
Tabelle I. 

i,/t: Lichtschwichung fiir die Wellenlange 340 mu. 

d: Schichtdicke der Lésung = 0,557 em. 

e: Konzentration des nicht hydrierten Pyridinnucleotids {Mole /eem 

zur Zeit ¢. 
B: Absorptionskoeffizient des hydrierten Pyridinnucleotids [qem/Mole 
1,39 . 10’. 


Arsensauretest bei 20°. 
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5 | 5,48) 1,701 1,615 0,274 4,80 
60 || 7,20 | 1,975 1,889 0 
4,64 - 108 
“Tl Tinthrtece | | | | | 
18 2 eS 
16 a > on iain 4 { 
14 t YW t t tT T 
| 0 ae “On is ae Sn 
5 oO 
96 ——+ 
O¥ 
02 
Tete tee Ce Se 
Min 
Abb. 3. Arsensiiuretest. Pu 8.45. Temperatur 20°. 


io/t ist die Lichtschwiachung fiir die Wellenlinge 340 mu. Schichtdicke der Lésung 0,557 cm. 


Dividieren wir die gefundene Geschwindigkeitskonstante k durch 
die Proteinkonzentration p (0,008 mg/ccm), so erhalten wir die Wirk- 
samkeit des durch den Versuch gepriiften Proteins 


k 4,64 - 106 


W=a— = . 
p 0,008 


mg Protein 


ecm 


Der héchste Wert von W, den wir gefunden haben, war 8,3 - 108. 





ab. : 


mm 


lole} 
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Anmerkungen. 


1. Aus Tabelle I sieht man, da8 i,/i fiir ¢ — 0 nicht 1 war, sondern 
1,09. Die Testlésung absorbierte also ein wenig schon vor Zusatz der 
Arsensaure. 

Die nahere Untersuchung dieses Anfangswertes ergab, daB er auf- 
tritt, wenn man zu Fischer-Ester, der immer mit Spuren Phosphat 
verunreinigt war, und Pyridinnucleotid das Protein gibt. Dann erfolgt 
eine sehr schnelle reversible Reaktion, die bei kleinem Umsatz halt 
macht. Diese Reaktion ist die physiologische Oxydationsreaktion 
der Garung, die wir auf diese Art entdeckten (vgl. Abschnitt 7). 

Beim Arsentest hatte diese Reaktion nur die Bedeutung einer 
Anfangskorrektion. Man konnte zweifelhaft sein, was mit ihr geschehen 
sollte. Wir haben sie immer von den Ausschlagen, die bei Zusatz der 
Arsensaéure auftraten, abgezogen, obwohl dies theoretisch nicht ein- 
wandfrei war. 

2. Solange das Protein des oxydierenden Garungsferments noch 
mit Hexokinase und Isomerase verunreinigt ist, wird bei Zusatz des 
Proteins die Konzentration des Fischer-Esters vermindert. Solange 
also ist, im Gang der Isolierung, der Test zwar zum Ngchweis des 
Proteins, aber nicht zur quantitativen Bestimmung der Wirksamkeit W 
brauchbar, 

2. Isolierung. 


Ausgangsmaterial 


war Hefe. Wir haben das Protein auch in Muskel- und Tumor- 
extrakten nachgewiesen, doch kann die fiir Hefe ausgearbeitete Methode 
nicht ohne Anderungen auf andere Ausgangsmaterialien iibertragen 
werden. 

Vergleichende Versuche mit Backerhefe und Brauereihefe zeigten, 
daB die Isolierung aus Backerhefe leichter ist. Die Biackerhefe wurde 
nach einer Vorschrift von Lipman! in etwa 2cm hoher Schicht aus- 
gebreitet und bei 24° (Thermometer in der Hefe) im Lauf von 4 Tagen 
getrocknet. 

Lebedew-Saft. 

2kg Trockenhefe (aus Backerhefe) wurden, gleichfalls nach 
einer Vorschrift von Lipman, mit 6 Litern m/15 Na.H PO,-Lésung 
21/, Stunden bei 38° digeriert. Es erwies sich als zweckmaBig, dann 
noch 3 Stunden bei Zimmertemperatur (25°) stehenzulassen und erst 
dann zu zentrifugieren. Aus unbekannten Griinden sind dann _ bei 
spiteren Schritten gefirbte Substanzen (gelbe Fermente, Cytochrom) 
leichter abtrennbar. 


1 Fritz Lipman, C.r. Carlsberg Lab., Festschrift fiir Soerensen 22, 
317, 1937. 
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Trockenpulver. 

Der Lebedew-Saft aus 2 kg Trockenhefe wurde in einem Eisbad 
gekiihlt. Unter lebhaftem mechanischem Riihren wurde aus einer 
Biirette in feinem Strahl 55°, des Saftvolumens an kaltem Aceton zu. 
getropft. Die Temperatur nach Zusatz des Acetons war etwa 10°. 

Der durch das Aceton erzeugte Niederschlag enthalt das gesuchte 
Protein. Er wurde abzentrifugiert und im Vakuumexsikkator iiber 
Kieselgel getrocknet. Ausbeute 114g Trockenpulver. Das Trocken- 
pulver wurde bei Zimmertemperatur iiber Calciumchlorid aufbewahrt 
und verlor dabei nicht an Wirksamkeit. 


Erhitzen auf 55°. 

28 g Trockenpulver werden mit 800 ccm Wasser verrieben, wobei 
ein groBer Teil ungelést bleibt, aber das gesuchte Protein in Lésung 
geht. Man erhitzt, ohne zu zentrifugieren, 10 Minuten auf 55°, wobei 
die Hexokinase zerstért, aber das gesuchte Protein nicht geschadigt 
wird. Man zentrifugiert, verwirft den Niederschlag und erhalt so 750 ccm 
,.Lésung 1* 

Die Zerst6rung der Hexokinase erkennt man daran, da} bei Zusatz 
von ,,Lésung 1°‘ zu Hexosediphosphat, Pyridinnucleotid und Arsen- 
siure keine Reaktion auftritt (wahrend bei Zusatz nicht erhitzter 
Lésung das Pyridinnucleotid reduziert wird). 


Fdllung als Nucleoproteid. 

750 cem ,,Lésung 1*‘ werden im Eisbad gekiihlt und mit soviel 
n/10 Essigsiure (50 ccm) versetzt, bis py = 4,75 ist. Dabei fallt ein 
Nucleoproteid, das wenig von dem gesuchten Protein enthalt und deshalb 
verworfen wird. 

Zu der Mutterlauge der ersten Fallung gibt man weiter n/10 Essig- 
saure (50 ccm), bis das py etwa 4,5 ist. Jetzt fallt ein Nucleoproteid, 
das die Hauptmenge des gesuchten Proteins enthalt. Der Niederschlag 
wird abzentrifugiert und zweimal mit 50 ccm m/50 Acetatpuffer von 
pu 4,7 gewaschen, nach dem zweiten Waschen hochtourig zusammen- 
zentrifugiert. Wir bezeichnen diesen Niederschlag als Nucleoproteid II. 

Zu der Mutterlauge von Nucleoproteid II geben wir 500 mg Hefe- 
nucleinséure (Merck), gelést in 20 cem Wasser und 0,8 ccm n Natron- 
lauge (pu der Nucleinséurelésung etwa 4,6), wobei noch erhebliche 
Mengen des gesuchten Proteins als Nucleoproteid fallen. Man 1abt 
bei 0° stehen, bis der Niederschlag sich nicht mehr wesentlich vermehrt, 
zentrifugiert und wascht das Nucleoproteid wie oben mit m/50 Acetat- 
puffer von py 4,7. Wir bezeichnen diesen Niederschlag als Nucleo- 
proteid IIT. 

Die Nucleoproteidniederschlige II und III konnten ohne Verlust 
an Wirksamkeit iiber Nacht im Eisschrank aufbewahrt werden. 
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Anmerkung. Bei dem geschilderten Verfahren stammt die Nucleinsaure, 
mit der das Protein gefallt wird, zum Teil aus dem Lebedew-Saft (Fraktion I), 
zum Teil ist sie zugesetzt worden (Fraktion ITI). 

Wir haben beobachtet, daB die Nucleinsiure des Lebedew-Saftes in 
Lésung bleibt, wenn bei der Fallung mit Aceton (Darstellung des Trocken- 
pulvers) nicht hinreichend gekihlt wird. Z. B. stieg bei einer Trockenpulver- 
darstellung die Temperatur auf 25°. Dieses Trockenpulver enthielt keine 
Nucleinsaure und es muBte die gesamte zur Fallung des Proteins notwendige 
Nucleinsdéure vor dem Ansiéuern der ,,Lésung 1°‘ zugesetzt werden. Der 
weitere Gang der Isolierung und die Ausbeute wurden durch diese Anderung 
nicht beeinfluBt. 

EKigenschaften der Nucleoproteide. 

Die Nucleoproteidniederschlige enthalten etwa 1,8°, Phosphor. 
Ihre Léslichkeit hangt vom py und dem Salzgehalt ab. Wenn wir die 
Niederschlige II und III im Gang der Isolierung bei py 4,5 ausfallen 
und sie dann ohne Verlust mit m/50 Acetatpuffer von py 4,7 waschen, 
so ist bei der Ausfallung der Salzgehalt héher als beim Waschen. 

Um die Nucleoproteidniederschlage konzentriert zu lésen, suspen- 
diert man sie in Wasser und gibt etwas gesattigte Ammonsulfatlésung 
hinzu; oder man fiigt tropfenweise Natronlauge hinzu, bis py etwa 6 ist. 

Bei der Lésung der Nucleoproteidniederschlige mit Natronlauge 
wird die Nucleinséure zum Teil frei, wie man durch Zentrifugieren in 
einer Wykoff-Zentrifuge zeigen kann. Nach dem Zentrifugieren hat 
man in den oberen Schichten eine fast reine Nucleinsaurelésung, am 
Boden Protein mit wenig Nucleinsaure. 


Abtrennung der Nucleinsdure mit Protamin. 
Die Nucleoproteidniederschlige Il und III werden vereinigt, bei 0° 
in 20 ccm Wasser fein zerteilt und tropfenweise mit (4,6 ccm) n/10 
Natronlauge versetzt, bis alles gelést ist. Das py ist dann etwa 6. 
Die Lésung fallt man vollstandig mit einer neutralen Lésung von 
Sturinsulfat, deren Konzentration 50 mg cem ist. Zur vollstandigen 
Fallung sind etwa 260 mg Sturinsulfat notwendig. Der Niederschlag, 
der abzentrifugiert und verworfen wird, enthalt die Nucleinsaure. In 
der iiberstehenden Lésung bleibt quantitativ das gesuchte Protein. 
Von der Abtrennung der Nucleinséure iiberzeugen wir uns dabei 
durch lichtelektrische Messung der Absorption bei 260 und 280 mu. 
Die Absorptionskoeffizienten in neutralen Lésungen sind: 





260 mu 280 mu 
der Nucleinsaure! ......... 92 qem/mg 60 qem/mg 
1 1 
ie NN aie = cp wah sees |) 216... a 


1 Vgl. dazu Torbjérn Caspersson, Skand. Arch. f. Physiol., Supplement N 8 zum 73. Band. 
Berlin und Leipzig, 1936. 
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Die Proteinbande 280 my riihrt von Tryptophan und Tyrosin 
her!, Das Sturin, das diese beiden Aminosaiuren nicht enthalt, hat 
keine Bande bei 280 my. und stért infolgedessen nicht bei den Messungen 


Aluminiumhydroxyd. 

Zu der Mutterlauge der Protaminfallung (py 6,0 bis 6,5) gibt man 
(6 ccm) eine 30volumprozentige Suspension von Aluminiumhydroxyd 
(Aluminiumsulfat, mit Ammoniak gefallt, mit Wasser neutral ge 
waschen). Die Menge der Aluminiumhydroxydsuspension ist nach der 
Menge des verbrauchten Sturinsulfats zu bemessen und betragt 1 ecm 
Suspension fiir je 43 mg verbrauchten Sturinsulfats. 

Nach Zugabe des Aluminiumhydroxyds la8t man 5 Minuten bei 0° 
unter mehrfachem Umriihren stehen, zentrifugiert dann bei 0° und 
verwirft den Bodensatz, der Reste von Nucleinsdure, gefirbte Sub- 
stanzen und Begleitproteine enthalt. In der iiberstehenden Lésung 
befindet sich quantitativ das gesuchte Protein. 


Erhitzen auf 60°. 

Die vom Aluminiumhydroxyd abgegossene Proteinlésung (py 6,0 
bis 6,5) wird 15 Minuten auf 60° erhitzt, wobei viele Begleitproteine 
denaturiert ausfallen, aber das gesuchte Protein vollwirksam in Lésung 
bleibt. In einem friiheren Stadium des Isolierungsganges vertrigt das 
gesuchte Protein das Erhitzen auf 60° nicht. 

Unter den Proteinen, die bei diesem Schritt abgetrennt werden, 
befindet sich das Ferment Isomerase, das Fischer-Ester in Dioxyaceton- 
phosphorséure umwandelt. Die Abtrennung dieses Ferments erkennt 
man daran, daB im Arsensiuretest Dioxyacetonphosphorsaure kein: 
Reduktion von Pyridinnucleotid mehr bewirkt (wahrend vor dem 
Erhitzen auf 60° beide Triosephosphate wirksam waren). 

Nach dem Erhitzen auf 60° wird das denaturierte Protein durch 
Zentrifugieren entfernt. Die iiberstehende wasserklare Lésung hat ein 
Volumen von 40 cem und enthalt 1,2 g Protein, ist also in bezug auf 
Protein 3 ig. 

Das so gewonnene Protein ist nahezu rein. Kristallisation ist fiir 
Wirkungsversuche nicht erforderlich. 

Ausbeute. 

Aus 28g Trockenpulver erhielten wir 1,2 g reines Protein. Da 
28g Trockenpulver aus 490g Trockenhefe stammen, so betragt die 
Ausbeute 0,25 °% des Gewichtes der Trockenhefe. 

Haltbarkeit. 


Die 3%ige Proteinlésung kann im Ejisschrank ohne Verlust an 
Wirksamkeit aufbewahrt werden. Sie kann auch ohne Verlust an 


1 Ensor Roslyn Holiday, Biochem. J. 30, 1795, 1936. 
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Wirksamkeit dialysiert werden, wenn man die Salze (Natriumacetat, 
Natriumsulfat) entfernen will. Doch ist die Entfernung der Salze im 
allgemeinen iiberfliissig, da die 3°,ige Proteinlésung fiir Wirkungs- 
versuche auf das 1000- bis LO00Ofache verdiinnt werden muB. 

Zur Dialyse bemerken wir, daB Proteinlésungen, die viel Ammon- 
sulfat enthalten, bei der Dialyse an Wirksamkeit verlieren, vielleicht, 
weil dabei die Reaktion voriibergehend zu sauer wird. 


3. Kristallisation. 

Die nach Abschnitt 2 gewonnene 3°,ige Proteinlésung wird, ohne 
sie vorher zu dialysieren, im Vakuumexsikkator tiber Kieselgel soweit 
eingedunstet, bis sie 10°,ig in bezug auf Protein geworden ist (Ein- 
dampfen zur Trockne ist zu vermeiden, da dabei Wirksamkeit ver- 
loren wird). 

Zu der 10 °,igen Proteinlésung gibt man soviel festes Ammonsulfat, 
bis eine deutliche Triibung auftritt. Etwa 0,3 g Ammonsulfat pro ccm 
(Halbsattigung) sind dazu erforderlich. Durch vorsichtigen Zusatz von 
Wasser (nach jedem Tropfen lingere Zeit umriihren) wird die Triibung 
eben wieder zum Verschwinden gebracht. Dann fiigt man der Lésung 
pro ccm 0,033 ccm einer normalen wasserigen Ammoniaklésung hinzu 
und 1aBt sie in einer Schale in einem nicht evakuierten Exsikkator tiber 
Kieselgel langsam eindunsten. Bald erscheinen reine Nadeln. Nach 
einigen Stunden ist die Lésung soweit mit Kristallen durchsetzt, daB sie 
nicht mehr ausgegossen werden kann. Zur Vervollstandigung der Kristal- 
lisation 14Bt man tiber Nacht im Eisschrank stehen, bringt dann den 
Kristallbrei in ein Zentrifugierglas und zentrifugiert die Mutterlauge 
hochtourig ab. Die Ausbeute an Kristallen betrigt etwa 50°, des 
eingesetzten Proteins. 

Die Kristalle, auch die letzten, die ausfallen, sind vollkommen 
einheitlich (vgl. Abb. 1 in der Einleitung) und frei von jeder amorphen 
Beimengung. 

Zur Priifung der Wirksamkeit der Kristalle tiberschichtet man sie 
mit halbgesattigter Ammonsulfatlésung, zerteilt sie darin gut und fiigt 
tropfenweise unter Umriihren Wasser bis zur klaren Lésung hinzu. 

Durch die Kristallisation steigt die Wirksamkeit des Proteins nur 
noch unwesentlich, z. B. um 10%. 


4. Zusammensetzung. 


450 mg des kristallisierten Proteins wurden in 6 cem_halb- 
gesittigter Ammonsulfatlésung und einigen Tropfen Wasser gelést, 
mit 6cem gesattigter Ammonsulfatlésung (Sattigungsgrad des Ammon- 
sulfats 0,75) vollstandig ausgefallt und auf der hochtourigen Zentrifuge 
fest zusammenzentrifugiert. Der Bodensatz wurde mit 0,5 ccm mol. 
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Natriumacetat verrtihrt und mit 9 cem Wasser klar gelést. Dann wurde 
in einem Cellophanschlauch bei 0° dialysiert, zuerst 17 Stunden gegen 
flieBendes destilliertes Wasser, das vorher durch einen Permutitturm 
ging (eine Methode, die wir empfehlen), dann 72 Stunden gegen flieBendes 
destilliertes Wasser. Die dialysierte Lésung wurde im Vakuum ((I- 
pumpe) in gefrorenem Zustand (Exsikkator im Eisschrank) iiber Kiesel 
gel zur Trockne verdampft, wobei die Wirksamkeit des Proteins auf 
etwa 60°, sank. 

Bei der Analyse fand W. Liittgens: 

Gewichtsverlust beim Trocknen im Hochvakuum bei 60°: 8,1 °%. 
Je 10mg wurden nach Veraschen auf Eisen, Kupfer und Mangan gepriift. 
Gefunden weniger als 0,0005mg Eisen, weniger als 0,0005mg Mangan 
und weniger als 0,002 mg Kupfer. 

In 50 mg wurden nach Veraschen 0,008 mg Phosphor gefunden. 20 mg 
wurden nach Carius mit AgNO,—HNO, verascht. Es trat keine 
Triibung auf. 

20 mg, nach Carius verascht, gaben 1,57 mg BaSQ,. 

4,701 mg, 0,666 cem N (20,6°, 757mm Hg). 

4,803 mg, 9,253 mg CO,, 3,223 mg H,O, 0,009 mg Riickstand. 


OS 4505 toe eteinoce §2,54% 3 PERS eee (0,016 %) 
. OP eee eee a 7,51% Hallowen ......... - 

Be Se epee nae 16,41 % Be, Ca, Ma ...... ~- 

Bo betes ely aeeatads 1,08 % 


5. Phosphorgehalt. 


Der Phosphorgehalt der Proteinpraiparate lag um 0,02 °,, war also 
so hoch, daB man daran denken konnte, der Phosphor sei keine Ver- 
unreinigung, sondern ein Bestandteil des Proteins. 

Die gleiche Frage spielt zur Zeit auf dem Gebiet der Virusproteine! 
eine Rolle und es mag sein, daB sie dort auf eine ahnliche Weise wie 


hier entschieden werden kann. 


Dialyse. 

Eine 2,4°,ige Lésung des Proteins, nach Abschnitt 2 gewonnen, 
wurde in zwei Teile geteilt und in Cellophanschlauchen bei 0° gegen 
flieBendes destilliertes Wasser dialysiert, der eine Teil 3 Tage, der andere 
Teil 7 Tage. Dann wurde in je 2.cem der Phosphor nach Veraschen 
bestimmt. Wir fanden: 

Nach dreitiagiger Dialyse in 48 mg Protein 14 7» Phosphor = 0,029 °,. 

Nach siebentagiger Dialyse in 47,2 mg Protein 12,4 Phosphor 

0,027 °, (und in beiden Teilen die gleiche Wirkung pro mg Protein). 

Der Phosphor konnte also durch Dialyse nicht entfernt werden. 


1 F.C. Bawden u. N. W. Pierie, Proc. Roy. Soc. London (B) 123, 274, 
1937. 
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Protamin. 

Zu 48mg des Proteins, gelést in 2cem Wasser, wurden 10 mg 
Sturinsulfat, gelést in 0,2 cem Wasser, gegeben, wobei die Lésung klar 
blieb. Zusatz von 0,4 cem n/10 Ammoniak erzeugte einen Niederschlag, 
der sich bei 6° vermehrte und nach 30 Minuten bei 0° abzentrifugiert 
wurde. 

In der tiberstehenden Lésung fanden wir die Halfte des Proteins, 
die Halfte des Phosphors und die Halfte der Wirkung. 

Der Phosphor konnte also durch Fallung mit Protamin nicht 
entfernt werden. 

Salzsdure. 

94mg Protein, die 24,87 Phosphor = 0,0264°, Phosphor ent- 
hielten, wurden in l0 ccm einer gesattigten Natriumchloridlésung 
gelést. Dann wurden bei 0° 1,2 cem n/10 Salzsaure, gelést in gesattigter 
Natriumchloridlésung, tropfenweise unter lebhafter Bewegung zu- 
gegeben, wobei der gréBte Teil des Proteins ausfiel. Der Niederschlag 
enthielt : 

80 mg Protein (optisch gemessen) und 8,6 y Phosphor = 0,0108 °,,. 
Der Phosphorgehalt der Salzsdurefaillung betrug also nur rund 40°, 
von dem Phosphorgehalt des Ausgangsmaterials. 

Die Wirkung pro mg Protein (im Arsensdiuretest gemessen) jedoch 
war gleich der Wirkung des Ausgangsmaterials. 

Die Anordnung ist eine Modifikation der Methode!, mit der wir 
aus den Alloxazinproteiden die prosthetische Gruppe abgetrennt haben. 
Wir schlieBen aus dem Ergebnis, da der Phosphor kein Bestandteil 
des Proteins, sondern eine Verunreinigung ist. 


6. Absorptionsspektrum. 


Proteinkristalle, nach Abschnitt 3 gewonnen, wurden in halb- 
gesittigter Ammonsulfatlésung suspendiert und durch Zusatz von 
wenig Wasser gelést. Das py war 7,23. Die Lésung absorbierte im 
sichtbaren Spektralgebiet nicht. 

Das Ultraviolettspektrum wurde lichtelektrisch in dem Spektral- 
gebiet 230 bis 370 my. gemessen, wobei das Ammonsulfat, da es nicht 
absorbiert, nicht stérte. 

Die Proteinkonzentrationen c bei den Messungen waren: 
e= 1,4mg/eem von 230 bis 300 mu. 
c= 56 mg/eem von 310 bis 370 mu. 


Die Schichtdicke d der Lésung war bei jeder Wellenlange 0,2 cm. 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 298, 150, 368, 1938. 
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Erzeugte die Proteinkonzentration ¢ bei der Schichtdicke d die 
Lichtschwachung ig/i, so war der Absorptionskoeffizient des Proteins 
4 to qem 
B -—-In- eR 

doc @ | mg Protein 


Die Ergebnisse sind in Tabelle IL und graphisch in Abb. 4 wieder- 























gegeben. 
Tabelle II. 
B= ; 1 -In be B = 3 2 -In to 
Wellenkinge . Wellenliinge esi 
qem qem 
[mu] mg Protein {mu} mg Protein 
230 11,9 300 0,47 
240 3,65 310 0,102 
250 1,05 320 0,026 
260 1,22 330 0,0.9 
270 1,83 340 0,017 
275 2,10 350 0,014 
280 2,16 360 0,013 
285 1,98 370 0,012 
290 1,42 
Die Bande 280 mu, 
die von dem Tryptophan und Ty- 
rosin des Proteins herriihrt!, haben 
wir benutzt, um die Konzentration 
des Proteins in seinen Lésungen zu 
bestimmen. 
Fiir 280 my. ist der Absorp- 
tionskoeffizient des Proteins (nach 
; qem 
Tabelle Il) 6 = 2,16 = —| 
mg Protein 
@ Die Proteinkonzentration c ergab 
a — | fel ies | sich also aus der Schichtdicke d und 
po ier ee ee me | | der Lichtschwachung i,/i nach der 
| Gleichung : 
| ne ] ] ad ny 
GN BO IS 280 2D 2 000 300 I ato BO 340 epee In- 
Welenlange TL 
Abb. 4. Absorptionsspektrum des Proteins. ] ] ig | mg Protein 
(py 7,23). eee Oe 
Pu 216 d i cem 





Die meisten Salze stéren bei dieser Bestimmung nicht, da sie bei 
280 my. nicht absorbieren. Dagegen stéren andere Proteine und Nu- 
cleinsadure. 


' Ensor Roslyn Holiday, Biochem. J. 30, 1795, 1936. 
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Aber auch wenn Gemische von Proteinen oder Nucleoproteiden 
vorlagen, haben wir die Lichtabsorption (bei 280 oder 260 my) im Gang 
der Isolierung des Proteins gemessen. Denn wenn bei irgendeinem 
Schritt das Verhaltnis Wirksamkeit der Lésung/Lichtabsorption der 
Lésung zunahm, so war der Schritt im allgemeinen eine Reinigung. 


Die Bande 340 mu 
ist wichtig, weil wir bei dieser Wellenlinge die Wirksamkeit des Pro- 
teins bestimmt haben. 
Der Absorptionskoeffizient des Proteins fiir die Wellenlange 
; a z qem 
340 my. ist (nach Tabelle IL) 6 = 0,017 : > 
mg Protein 
Der Absorptionskoeffizient des Dihydropyridinnucleotids fiir die 
qem 
mg Dihydropyridinnucleotid 
Enthalt also eine Lésung in der Volumeneinheit gleiche Gewichts- 
mengen Protein und Dihydropyridinnucleotid, so betrigt die Protein- 


Wellenlange 340 my ist B — 21 


absorption nur 
0,017 


-_ 100 6,081 °%, 


der Dihydropyridinabsorption. 

Betrachtet man daraufhin die Versuche der Tabellen I, Il und ITI, 
so erkennt man, daf immer die Dihydropyridinabsorption groB war 
gegen die Proteinabsorption. 


7. Oxydationsreaktion der Girung. 


Zu Fischer-Ester und Pyridinnucleotid geben wir Phosphat und 
zur Zeit t = 0 das reine Protein des oxydierenden Garungsferments. 
Dann tritt die Dihydropyridinabsorption auf, die lichtelektrisch bei 
der Wellenlinge 240 my gemessen wird. 

Wahrend wir beim Arsensiéuretest mit aiquivalenten Mengen von 
Fischer-Ester und Pyridinnucleotid gearbeitet haben, ist hier der 
Fischer-Ester, damit die Hinreaktion der reversiblen Reaktion ver- 
starkt wird, in groBem UberschuB. 

Wegen der Riickreaktion ist die Kinetik der Reaktion komplizierter 
als im Arsensauretest. Wir begniigten uns deshalb mit einer graphischen 
Auswertung der Ergebnisse. 


Versuch. 


0,55 mg Pyridinnucleotid, 
2,46 mg d-Fischer-Ester (die doppelte Menge d, 1), 
0,0052 cem oder 0,10 cem oder 0,20 cem m/2 Orthophosphat 
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werden mit m/30 Pyrophosphatpuffer auf ein Volumen von 3 cem gebracht 
pu der Losung war 7,4 oder 8,45. (Das Pyrophosphat ist bei der Reaktion in 
Gegensatz zu dem Orthophosphat indifferent.) 

Man bringt die Lésung vor die lichtelektrische Zelle (Schichtdick: 
der Lésung 0,557 em), iiberzeugt sich, daB die Lésung bei der Wellenlang: 
340 mu nicht absorbiert, gibt dann 2 bis 3 y des reinen Proteins hinzu und 
miBt die nun auftretende Lichtabsorption in Zeitintervallen von 1 bis 
2 Minuten. 


Das Ergebnis ist in Tabelle III und graphisch in Abb. 5 wieder 
gegeben. 
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Abb. 5. Oxydationsreaktion der Girung. 


ig/t ist die Lichtschwiichung fiir die Wellenliange 340 mu. Schichtdicke der Lésung 0,557 cm. 
Temperatur 20°. 


I: 0,87- 10-6 Mole Orthophosphat pro ccm, pu 7.4. 


II: 1,68-10-5 ,, » + « pets. 
Ill: 3,36-10-5 ,, * ow gets 
IV: 3,36-10-5 ,, " » = pees 


Aus der Abb. 5 sieht man: 
1. DaB die Reaktion eine reversible Reaktion ist; 
2. daB die Reaktion um so vollstandiger verliuft, je hdher dic 
Konzentration des Phosphats und je alkalischer die Lésung ist ; 
3. daB die Anfangsgeschwindigkeit, also die Geschwindigkeit der 
Hinreaktion, mit der Konzentration des Phosphats zunimmt. 
Die Reaktion ist von Negelein und Brémel (vgl. Einleitung) durch 
Isolierung des zuriickreagierenden Oxydationsproduktes aufgeklart 
worden. 
Wirksamkeit des Proteins. 
Bei den in Abb. 5 wiedergegebenen Versuchen war das Protein mit 
beiden Reaktionsteilnehmern gesattigt. Dividiert man also den Anfangs- 
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umsatz pro Volumeneinheit Lésung durch die Proteinkonzentration, so 

erhalt man die Geschwindigkeit v der innermolekularen Proteidreaktion 
Wir finden mit den Zahlenwerten der Tabelle III und unter der 

Annahme, daf§ das Molekulargewicht des Proteins 100000 ist: 


Bei py 7,4 (aus Versuch III): 


- mg Pyridinnucleotid —_ Mole Pyridinnucleotid 
v 0 - : ~ 16600 —___. - 
mg Protein - Minuten ~ Mole Protein - Minuten 


Bei py 8,45 (aus Versuch LV): 


mg Pyridinnucleotid —_ Mole Pyridinnucleotid 
v 169 ; : ~ 28500 : : . 
mg Protein - Minuten Mole Protein - Minuten 


S. Glycerinaldehyd. 

Zu Glycerinaldehyd und Pyridinnucleotid geben wir Phosphat und 
zur Zeit t = 0 das reine Protein des oxydierenden Garungsferments. 
Dann tritt die Dihydropyridinabsorption auf, die lichtelektrisch bei der 
Wellenlange 340 mp. gemessen wird. 

Der Glycerinaldehyd war d, 1-Glycerinaldehyd und gegentiber dem 
Pyridinnucleotid in groBem Uberschuf. 

Die Phosphatkonzentration, die den maximalen Phosphateffekt 
gab, war 3,3 - 10-6 Mole/cem, wahrend, wenn Fischer-Ester das 
Substrat war, erst 3,3 - 10-5 Mole/cem Phosphat maximal wirkten. 

Die Proteinkonzentration war groB, und zwar etwa |] mg/ccm, 
wahrend, wenn Fischer-Ester das Substrat war, 1 y/ecm geniigte um 
die gleiche Reaktionsgeschwindigkeit zu erzeugen. 

Bei der Oxydation des Glycerinaldehyds durch Pyridinnucleotid 

ist also das Phosphat rund zehnmal wirksamer, das Protein rund 1000 mal 
unwirksamer als bei der Oxydation des Fischer-Esters. 
Warum das Protein hier unwirksamer ist, haben wir nicht unter- 
sucht. Wahrscheinlich wirken zwei Umstande zusammen: die geringere 
Affinitat des Glycerinaldehyds zu dem Protein und die geringere 
Reaktionsgeschwindigkeit des gebundenen Glycerinaldehyds in der 
innermolekularen Proteidreaktion. 

Drei Versuche mit Glycerinaldehyd sind in Tabelle [IV (Abschnitt 9) 
wiedergegeben. 

9. Die Proteinnucleotidverbindung 
(Dissoziationskonstante des oxydierenden Gdrungsferments ). 

Zu verschiedenen Konzentrationen an Pyridinnucleotid und gleichen, 
groBen Konzentrationen an Glycerinaldehyd geben wir die maximal 
wirksame Menge Phosphat und bei t = 0 das Protein des oxydierenden 
Garungsferments und messen dann lichtelektrisch den zeitlichen Verlauf 
der Reaktion. 
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Ist c die Konzentration des nichthydrierten Pyridinnucleotids 
zur Zeit t, so finden wir, daB die GréBe R 
] Co 


R -In- 
t c 


im Verlauf eines jeden Versuchs konstant ist, daB aber R um so gréBer 
ist, je kleiner die Anfangskonzentration cy an Pyridinnucleotid ist. 


Nach Tabelle IV: 





C R Ve R+ 6 
mg Nucleotid f 1 } mg Nucleotid 
ecm | Minuten | awe + Minuten | 
WOMGGE © on os cts os 0,183 0,159 0,0290 
ie | ER RO 0,0916 0,304 0.0278 
Go CARED Cet Ree wn 0.0458 0,423 0.0199 


Die mathematische Behandlung des Problems ist in einer fritheren 
Arbeit gegeben worden}. 

Aus Versuch I und II (gleiche Anfangsgeschwindigkeiten v, bei 
verschiedenen Anfangskonzentrationen an Nucleotid) geht hervor, daB 
nur das von dem Protein gebundene Nucleotid reagiert. 

Aus der Konstanz von R im Verlauf jeden Versuchs geht hervor, 
daB das hydrierte und nichthydrierte Nucleotid von dem Protein gleich 
fest gebunden werden. 

Aus Versuch I und III kann die Dissoziationskonstante des Proteids 

[Protein] - {Nucleotid] 
: | Proteid | 


berechnet werden, da die beiden Versuche den Bruchteil des Proteins « 
ergeben, der bei (¢9) 11 mit Nucleotid verbunden ist: 


(Vo) in 0.0199 
- 0.687 


(Uo)1 0,0290 
und 
l—oa 0,313 mg Nucleotid 
K - (Coin —— + 0,0458 = 0,0209 
4 0,687 ecm 


oder mit dem Molekulargewicht 663 des Nucleotids: 
Mole Nucleotid 


Liter 


K 3.16 + 107° 





Dies bedeutet, dais die Halfte des Proteins mit Nucleotid 
verbunden ist, wenn die Nucleotidkonzentration in der Lésung 
3,16 - 10-5 Mole /Liter betragt. 


0. Warburg u. E. Negelein, diese Zeitschr. 282, 206, 1935 (S. 212). 


5* 














68 O. Warburg u. W. Christian: Isolierung und Kristallisation des Proteins. 
saad 


Versuch. 


9 meg d, l-Glycerinaldehyd, 

0,55 mg oder 0,275 mg oder 0,138 mg Pyridinnucleotid, 

0,02 cem m/2 Natriumphosphat 
werden mit m/30 Pyrophosphatpuffer auf ein Volumen von 3 cem gebracht. 
pu der Lésung war 7,50. 

Man fiillt die Lésung in den Quarztrog (Schichtdicke 0,573 em), iiber- 
zeugt sich, das die Lésung bei der Wellenlange 340 my nicht absorbiert, 
gibt 0,72 mg des reinen Proteins des oxydierenden Garungsferments hinzu 
und miBt den zeitlichen Verlauf der nun auftretenden Lichtschwichung 


(Tabelle IV). 
Tabelle IV. Oxydation des Glycerinaldehyds. 25°. py 7,5. 
q/t: Lichtschwachung fiir die Wellenlinge 340my. Schichtdicke der 


Lésung 0,573 em. 
ce: Konzentration des nicht hydrierten Pyridinnucleotids zur Zeit ¢. 


In ( “ | 











k: 4 In = : —_—— | : ; |: 
t c t ty aa t) \ LMinuten 
n ( i I ( ; ) 
I Il Ill 
mg Mole | mg Mole mg Mole 
ecm ecm || cem ecm ecm eem 
Pyridinnucleotid (663) . 0,183 2,76 - 10-7 0,0916 = 1,88-10-7 | 0,0458 = 0,69- 10-7 
d, l-Glycerinaldehyd (90) 3,0 3,34-10-5 | | 
Orthophosphat .... . 3,3 - 10-6 ebenso ebenso 
Protein (~ 100000). . . 0,24 ~2,4 - 10-9 
‘ In “0 k In BI k In “8 k 
1 | 1 1 
| Minuten] [0] Feo | {0} Minuten | [0] (iatauten | 
0 0 -— 0 = 0 
l 0,307 0,165 0,266 0,285 0,190 0,412 
2 0,548 0,157 0,476 0.293 .|| 0,329 0,438 
3 0,756 0,155 0,637 0,298 0,405 0,420 
4 0,932 0,154 0,761 0,306 0,463 0,428 
5 1,099 0,160 0,854 | 0,314 0,488 0,400 
6 1,258 0,157 0,920 0,320 0,524 0,440 
7 1,360 0,161 0,959 0,316 
8 1,477 0,162 1,008 
9 1,566 0,157 
10 1,615 1,026 0,536 
20 1,881 1,078 0,565 
30 1,940 1,078 0,565 
160 2,041 


0,159 0,304 0,423 
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Kine einfache titrimetrische und gravimetrische 
Methode zur Bestimmung 
von Natrium in biologischem Material. 
Von 
Mikl6és Dreguss. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Debrecen, 
Ungarn. ) 
(Eingegangen am 10. August 1939.) 


Fiir die Bestimmung der meisten im Organismus vorkommenden 
lonen verfiigt die Biochemie tiber einfache und ziemlich schnell durch- 
fiihrbare Mikromethoden. Unter den wichtigeren Lonen ist das Natrium 
wohl das einzige, dessen Bestimmung mittels der tiblichen Methoden 
mit einer gewissen Umstandlichkeit verbunden ist. 

Anstatt der friiher meist geiibten Mikiomethoden zur Bestimmung 
von Natrium im biologischen Material riicken heute immer mehr Methoden 
in den Vordergrund, welche auf einer von Kolthoff (1) angegebenen qualita- 
tiven Reaktion (Fallung mittels Zink-Uranylacetat) aufgebaut sind!. Diese 
Reaktion wurde zuerst von Barrenscheen und Messiner (3) zu einer kolori- 
metrischen Mikrobestimmung des Natriums verwendet.  Poulsson (4) 
konnte mit dem Verfahren keine befriedigenden Resultate erzielen. Er hat 
aber, entgegen der Originalvorschrift anstatt auf der Zentrifuge auf dem 
Filter gewaschen, was unseres Erachtens keineswegs gleichgiiltig ist wegen der 
zwar minimalen aber doch in Betracht kommenden Léslichkeit des Nieder- 
schlages. Spiter hat sich noch eine Reihe von Verfassern (5—13) um die 
Ausnutzung der Kolthoffschen Reaktion in quantitativer Richtung bemiiht. 
Unter diesen Methoden verdient die fiir biologische Zwecke ausgearbeitete 
von Rusznydak und Hatz (10) die meiste Beachtung, sie ist aber in mancher 
Hinsicht noch immer zu umstindlich. 

Von der Kolthoffschen Reaktion ausgehend untersuchte ich syste- 
matisch die Bedingungen der quantitativen Natriumbestimmung in 
einer Reihe von Vorversuchen. Die wichtigsten Ergebnisse dieser 
Untersuchungen werden unten kurz besprochen, da sie die richtige 
Ausfiihrung der Bestimmung erleichtern und dabei auch eine kritische 
Betrachtung der Methode gestatten. Die auf diese Weise vor Jahren 
entwickelte Methodik wurde zuerst in eigenen Untersuchungen benutzt 
(mehr als tausend Analysen in Blut, Liquor, Harn, Stuhl, Geweben, 
Nahrungsmitteln usw.), sodann auch von anderen Untersuchern erprobt 2, 
und hat sich in allen diesen Untersuchungen sehr gut bewahrt. 


' Eine ahniliche Reaktion hat zuerst Streng (2) mitgeteilt, er verwendete 
jedoch Mg-Uranylacetat zur Fallung des Natriums. 2 Der titrimetrische 
Teil dieser Arbeit wurde bei der 6. Tagung der Ungarischen Physiologi- 
schen Gesellschaft vorgefiihrt (vgl. M. Dreguss, Ber. d. ges. Physiol. 94, 
672, 1936). 
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I. Eigenschaften des Natrium-Zink-Uranylacetats und die Be- 
dingungen seiner Fallung. 


Die Fallung des Natriums mit Zink-Uranylacetat kann, wie schon 
Kolthoff (1) mitgeteilt hat, in neutraler oder schwach saurer wasseriger 
Lésung erfolgen. Die Anwesenheit von Alkohol macht die Reaktion 
empfindlicher. Die meisten Autoren fallen bei verschiedener Alkohol 
konzentration. Man findet auch in der Herstellung des Fallungsreagens 
betrachtliche Differenzen gegeniiber der Kolthoffschen Vorschrift. 
Unseren Erfahrungen nach fallt man am besten auf die Weise, dai 
die Volumina von wisseriger Lésung, Alkohol und Reagens im Verhdltnis 
1: 2: 3 zweinander stehen. Will man gut reproduzierbare Werte erzielen. 
so sind die Mengenverhaltnisse einzuhalten, da eine erhebliche Ab- 
weichung von dem erwahnten Verhaltnis nachteilig sein kann; so kann 
z. B. eine zu hohe Alkoholkonzentration zum Ausfallen des Reagens 
fithren. 

Es besteht Ubereinstimmung dariiber, daB die Reaktion von 
Schwermetallkationen, sowie von Erdalkalien nicht st6rend beeinfluft 
wird, wenigstens in einer Konzentration, die bei Material menschlichen 
oder tierischen Ursprungs in Frage kommt. Am meisten kénnen noch 
Kalium, Lithium und Strontium stéren. Das K jedoch scheidet sich nur 
aus, wenn es in der Lésung in ungefahr 20- bis 30facher Menge gegen 
das Na vorhanden ist. Li und Sr diirften im biologischen Material in so 
minimalen Mengen vorkommen, da sie ohne weiteres vernachlassigt 
werden kénnen. Die anorganischen Anionen, mit Ausnahme des Phos- 
phats und Arsenats, storen die Reaktion nicht. Unter den organischen 
Anionen kénnen Ovalat und Tartrat in gréBerer Konzentration stéren. 

Aus dem Gesagten geht hervor, daB das anorganische Phosphat, 
welches in jedem biologischen Material vorhanden ist, vor der Be- 
stimmung beseitigt werden mubB. Es gibt Verfasser [z. B. Butler und 
Tuthill (7), Salit (11)], die den Phosphatgehalt des Serums bei der 
Natriumbestimmung vernachlissigen. Die Phosphatkonzentration im 
Blutserum ist tatsachlich ziemlich niedrig, verglichen mit dem Natrium- 
gehalt, doch ist es richtiger, diese Fehlerquelle auszuschalten. In der 
alkoholischen Zinkacetatlisung verfiigen wir iiber ein Mittel, das nicht 
nur zur Entfernung des Phosphats, sondern auch zur gleichzeitigen 
EnteiweiBung geeignet ist. Man kann sich leicht iiberzeugen, daB durch 
die Anwendung von Zinkacetat ein phosphat- und eiweiBfreies Filtrat 
erhalten wird, und der Niederschlag, wenn man ihn in der Warme aus- 
scheiden laBt, nicht mehr Na zuriickhalt als seinem Volumen entspricht. 

Der durch Zink-Uranylacetat gefillte Niederschlag hat die Zu- 
sammensetzung (UO,),;NaZn(CH;COO), .6 H,O und ist leicht léslich 
in Wasser, sehr schwer aber in Alkohol. Also kann man Alkohol zum 
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Auswaschen des Niederschlags verwenden. Wir haben festgestellt, daB 
100 cem 96 °%,iger Alkohol nach griindlichem Schiitteln und eintagigem 
Stehenlassen 40 bis 45 mg Tripelsalz auflésen kénnen, wahrend absoluter 
Alkohol, oder z. B. ein 60°,iger Alkohol, noch mehr (ungefahr das 
Dreifache) auflést. Um den durch diese Léslichkeit entstehenden 
Fehler auszuschalten, wird der Waschalkohol mit dem Tripelsalz ge- 
sittigt. Bei Verwendung eines solchen Waschalkohols erscheint auf 
der Oberflache des gelbgriinen Niederschlags ein weiBer Belag von aus 
dem Zinkacetat durch Hydrolyse entstehendem Zinkhydroxyd. Um 
dem vorzubeugen, wascht man zuniachst mit essigsaurem Waschalkohol 
und erst dann mit neutralem. Durch Verwendung dieser Waschfliissig- 
keiten laBt sich der Niederschlag rein und ohne Verlust isolieren. 


II. Vereinfachte gravimetrische Methode. 


Die gravimetrischen Methoden sind in ihrer klassischen Form zu 
Serienuntersuchungen wenig geeignet. Wir haben uns deshalb die 
Aufgabe gestellt, eine Methode auszuarbeiten, welche das Fallen, Waschen 
Trocknen und Wagen des Niederschlags in ein und demselben GefaB, 
dem Zentrifugierréhrchen, erméglicht. Mit der Verwendung eines 
einzigen Zentrifugierréhrchens fallt die Umstandlichkeit der gravi- 
metrischen Methoden weg. 

Beim Gebrauch der Zentrifugengliser taucht zunachst die Frage 
auf, ob mit einem Gewichtsverlust der Réhrchen zu rechnen ist, und 
ob ein Ubertritt von Natrium in die Lésung aus dem Glase erfolgen 
kann. Es ist ja bekannt (14), daB bei der Pyroantimoniatmethode der 
Natriumgehalt des Glases einen Fehler verursachen kann. Man darf 
aber nicht vergessen, dais die Technik der Pyroantimoniatmethode 
(Reibung der Glaswand, stark basisches Reagens usw.) von der des 
Zn-Uranylacetats ganz verschieden ist. Bei der letzteren ist kein Reiben 
des Glases nétig und die Reaktion des Reagens ist eine schwach saure. 
Also ist eine stérende Wirkung des in dem Glas befindlichen Na nicht 
sehr wahrscheinlich. In der Tat konnten wir bei den von uns ver- 
wendeten Zentrifugierrdhrchen keine Natriumabgabe bzw. keinen 
Verlust an Gewicht wahrend der Bestimmung nachweisen. 

Man benutzt am besten ungefahr 10 cm lange zylindrische Zentrifugier- 
rohrchen aus Jenaer Glas, mit einem Durchmesser von 12 bis 14 mm, die 
an dem unteren Ende zu 8 mm lichter Weite verengt sind. Man kann selbst- 
verstandlich auch andere aus einer guten Glassorte hergestellte Réhrchen 
benutzen. Das eben beschriebene Zentrifugenréhrchen wiegt 8 bis 10 g, ist 
also zum Abwiegen von etwa 50 mg Material auf der analytischen Waage 
mit einer befriedigenden Genauigkeit brauchbar. Versieht man die Rohrehen 
mit eingeaitzten Nummern und notiert ihr Gewicht, so kann man sich eine 
Reihe von Wagungen ersparen. Wir kontrollierten monatelang die Gewichts- 
veranderung unserer Réhrchen und fanden immer nur zehntelmilligramm 
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Abweichungen sowohl in positiver als in negativer Richtung. Die Gewichts 
schwankung macht viel weniger aus, als der mittlere Fehler der Methode 
betragt. Man fiihrt jedoch zeitweise eine Kontrolle aus und stellt das Gewicht 
natirlich an trockenen und reinen Réhrchen fest. 

Aus den Versuchen, die wir iiber die stabile Form des Na-Zn 
Uranylacetats angestellt haben, soll hier eine Versuchsreihe wieder- 
gegeben werden. Es wurden verschiedene Mengen einer bekannten 
NaCl-Lésung (aus reinstem Praparat mit allen VorsichtsmaBregeln 
hergestellt und durch Chloridbestimmung kontrolliert) gefallt. Der 
Niederschlag wurde zentrifugiert und zweimal mit essigsaurem, zweimal 
mit neutralem Waschalkohol gewaschen. Die -Zentrifugierr6hrchen 
wurden in den Trockenschrank gelegt, die Temperatur allmiahlich 
gesteigert und die Gewichtsabnahme an der analytischen Waage von 
Zeit zu Zeit festgestellt. 


Tabelle I. Gewicht des Na-Zn-Uranylacetatniederschlags in mg. 





Trocknen bei 105°, 120’ 


In 3ecm 105° 105° 105° 1500 2000 —- — — ; 
Filtrat 30' 120' 180 180 £20" || berachnet ae _— 

0,5 mg Na 36,1 35,8 33,44 33,1 1,0 
36,2} 36,7 33,0 13 

OB ei ung 36,4 35,9 33,44 33,2 0,7 
56,9 |. 36,7 33,0 1,3 

Sf) 53,4, 53,0] 52,9 50,16 50,3 + 0,3 
53,6 63,4 63,2 50,7 +- 1,1 

a 53,1; 52,8) 62,7 51,8; 49,0 50,16 50,1 | 0,0 
53,2' 52,8| 52,8 51,3} 48,2 50,1 0,0 

| aa 70,3 69,7) 69,6 66,0 63,8 66,88 67,0 + 0,2 
69,9 69,5) 69,4 66,5 64,7 66,8 0,1 

te ag 69,7 69,0 | 69,0 65,8 63,2 66,88 66,% 0,9 
69,8 69,3) 69,2 65,4 64,9 66,6 — 0,4 

Ee a 104,1 103,8 | 103,5 | 102.0) 98,6 100,32 101,1 + 0,8 
104,4 103,5 | 103,3 99,8 97,0 100,8 + 0,5 

5 103,2 | 103,0 100,32 100,5 + 0,2 
102,8 | 102,7 100,1 0,2 


* Korrigiert durch Bestimmung und Subtraktion des Blindwertes. 


Wie aus Tabelle I ersichtlich, ergibt das Trocknen bei 105°C die 
besten Resultate. Hier wird schon in den ersten 30 Minuten ein Gewicht 
erreicht, das dem Endwert bei derselben Temperatur sehr nahe steht. 
Zweistiindiges Trocknen bei 105° fiihrt zu einem praktisch konstanten 
Wert. Die so erhaltene kristallinische Verbindung ist ziemlich stabil, 
ihr Gewicht bleibt im Exsikkator unveraindert und erhéht sich nur 
unbedeutend an der Laboratoriumsluft. Bei héherer Temperatur 
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nimmt das Gewicht des Niederschlags wegen Verlust an Kristallwasser 
ab, jedoch nicht gleichmaBig. Von 180 bis 206° verandert sich die 
velbgriine Farbe des Salzes in eine schmutzigbraune, was auf eine 
weitgehende Verainderung (Zersetzung ’) hinweist. 

Enthalt der Niederschlag 6 mol Kristallwasser, so ist fiir 1 mg Na 
ein theoretischer Wert von 66,8 mg Na-Zn-Uranylacetat zu erwarten. 
Die bei 105° erhaltenen Werte decken sich aber mit diesem theoretischen 
Wert nicht. Es muB in Rechnung gestellt werden, da} die verwendeten 
Reagenzien, sowie das destillierte Wasser immer eine minimale Natrium- 
menge enthalten, die wegen der Empfindlichkeit der Reaktion und des 
hohen Molekulargewichts des Tripelsalzes nicht vernachlassigt werden 
kann. Von den beiden méglichen Wegen, um diesen Fehler auszuschalten, 
Verwendung absolut natriumfreier Reagenzien oder aber Berechnung 
der Verunreinigung, ist der letztere leichter gangbar. Bestimmt man 
den Natriumgehalt der benutzten Reagenzien in einem Blindversuch 
und zieht den so erhaltenen Wert von dem Bruttogewicht des Nieder- 
schlags ab, so stimmt das Resultat mit dem theoretischen Wert praktisch 
iiberein. In Tabelle | betragt der Blindwert bei 105° 2,7 mg, als Tripel- 
salz. Die widersprechenden Angaben der Literatur iiber das Kristall- 
wasser des Tripelsalzes sind wahrscheinlich auf die Nichtbeachtung 
dieser Tatsachen sowie auf das Waschen mit reinem Alkohol zuriick- 
zufiihren. Es sind namlich neben 6 auch 9 und sogar 8!/, mol Kristall- 
wasser angegeben worden. Bei genauer Priifung der Verhaltnisse laiBt 
sich aber feststellen, daB die Zusammensetzung des nach dem geschilderten 
Verfahren erhaltenen Niederschlags nach zweistiindigem Trocknen bei 
1059 —- der Formel (UQs)3ZnNa(CH,COO), .6 HO entspricht. 


Ill. Titrimetrisches Verfahren. 


Ausgehend von der Beobachtung, daB die Lésung des Tripelsalzes 
sauer reagiert, haben wir die Méglichkeit einer acidimetrischen Titration 
erwogen. Titriert man eine verdiinnte wasserige Lésung von Na-Zn- 
Uranylacetat mit einer n/10 Natronlauge bei Verwendung von Phenol- 
phthalein als Indikator, so erhalt man in der Tat sehr befriedigende 
Resultate, vorausgesetzt natiirlich, dag man CO,-freies Wasser zum 
Lésen des Tripelsalzes benutzt, da das Phenolphthalein bekanntlich 
kohlenséureempfindlich ist. Die Lésung der quantitativen Bestimmung 
auf dieser Grundlage wurde schon von Dobbins und Byrd (9) versucht. 
Sie versetzen die Lésung des Tripelsalzes zur titrimetrischen Bestimmung 
gréBerer Mengen Natrium in anorganischem Material mit NaOH und 
titrieren nach Erhitzen und Sedimentieren des entstehenden Nieder- 
schlags den UberschuB an Lauge zuriick. 

Bei den anderen titrimetrischen Methoden wird der Natriumgehalt 
in dem Tripelsalz indirekt ermittelt, und zwar durch Reduktion der 
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Uranylkomponente, oder durch eine Phosphatreaktion der Zink- und 
Uranylkomponenten. Die erste Méglichkeit wird u. a. von Blenkisop (6), 
Gall und Heinig (8), und Kolthoff und Lingane (12) ausgenutzt, die aut 
oxydimetrischem Wege die Titration ausfiihren. Zu der zweiten 
Gruppe gehért die Methode von Rusznydk und Hatz (10). Es ist noch 
die jodometrische Methode von Lang und Miick (13) zu erwahnen 
Fast alle diese Methoden leiden an einem gemeinsamen Ubel, sie sind 
mehr oder minder umstandlich und verlangen, speziell die oxydi- 
metrischen Methoden wegen der Oxydoreduktionslabilitat, eine grobe 
Ubung. Das Kochen der Lésung nach dem Verfahren von Dobbins 
und Byrd ist unseres Erachtens ein bedenkliches Eingreifen, die leichte 
Oxydierbarkeit der Uranverbindungen ist ja bekannt. 

Dobbins und Byrd (9) nehmen an, daB bei der Reaktion des Tripel- 
salzes mit NaOH 10 mol Natriumhydroxyd verbraucht wird, und 
berechnen die Ergebnisse auf dieser Grundlage. Wir fanden dagegen, 
da ein Molekiil des Tripelsalzes 9 mol NaOH zur villigen Neutralisation 
verlangt. Die Verschiedenheit der beiden Befunde diirfte ihre Erklarung 
darin finden, daB die genannten Autoren die Titration in der Hitze 
ausfiihren, ferner, daB sie die Verunreinigung der Reagenslésungen 
auBer acht lassen. 

Zur Erklirung der Reaktion mit NaOH ist folgendes in Betracht 
zu ziehen. Es ist bekannt [7'readwell (15)], daB die Uranylsalze bei der 
Einwirkung von Natronlauge zunaichst in Uransaure, auf weiteren 
Zusatz von NaOH in uransaures Natrium iibergehen. Zu einer solchen 
Umwandlung der Uranylgruppe sind 3 mol NaOH nétig, d. h. also das 
Tripelsalz bindet 9 Molekiile. Es entsteht neben dem Natriumuranat 
auch Zinkacetat und Natriumacetat, deren schwach basische bzw. 
schwach saure Reaktion einander ausgleichen. Das Natriumuranat 
wird normalerweise als gelber Niederschlag gefallt, diese Fallung bleibt 
jedoch in stark verdiinnter Lésung aus, zum Teil wegen der Anwesenheit 
der Essigsdure, die aus dem Acetatkomplex durch Hydrolyse entsteht. 
Bekanntlich (15) wird die Ausscheidung der Alkaliuranate auch durch 
schwache Sauren verhindert. Fiir einen solchen Reaktionsmechanismus 
spricht die Erfahrung, daB die Fallung des Natriumuranats nur in sehr 
verdiinnter Lésung (d.h. bei starker Hydrolyse) unterbleibt. Die 
Reaktion kann nach der folgenden Gleichung dargestellt werden: 


2 (UO.)3ZnNa(CH,COO), + 18 NaOH 
— 3 Na,U,0, + 2 Zn(CH;COO), + 14 Na(CH,COO) + 9 H,0. 


Titriert man das Tripelsalz mit n/10 oder n/20 Natronlauge mit Phenol- 
phthalein als Indikator, so geht die gelbgriine Farbe der Lésung am 
Neutralisationspunkt in eine orangerote tiber, welche auf weiteren 
Zusatz der Lauge in eine ausgesprochen rote Farbe umschlagt. Da der 
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Umschlag in die rote Farbe viel ausgepragter ist als der Wechsel zu 
Orange, nimmt man am besten diesen Punkt als Endpunkt der Titration 
an, obwohl es sich hier zweifelsohne um ein Ubertitrieren handelt. Starker 
verdiinnte Natronlauge als n/20 gibt keinen befriedigenden Umschlag. 
Man titriert bei Laboratoriumstemperatur. Damit sind die Grundlagen 
einer Methode gegeben, die ein unmittelbares Titrieren der wasserigen 
Lésung des Na-Zn-Uranylacetatniederschlags gestattet. 


IV. Praktische Anwendung. 


Um die st6rende Wirkung der organischen Substanzen in dem 
Untersuchungsmaterial auszuschalten, miissen manche Materialien 
verascht werden. Fliissige Substanzen (Blutserum, Liquor, Harn usw.) 
liefern auch ohne Veraschung gut brauchbare Resultate. Dagegen 
miissen Materialien von festerer Konsistenz (z. B. Nahrungsmittel, 
verschiedene Organe und Gewebe, Stuhl usw.) einer Veraschung unter- 
worfen werden. Die unten angegebene nasse Veraschungsmethode ist 
verhaltnismaBig einfach und kann ohne Verlust an Na durchgefiihrt 
werden. Die Werte, die durch die richtig angestellte direkte Methode 
oder nach Veraschung von Serum und Harn erhalten werden, stimmen 
praktisch tiberein, d.h. sie tiberschreiten die tiblichen Fehlergrenzen nicht. 


a) Notwendige Reagenzien. 


1. Zink-Uranylacetatreagens. Die Herstellung erfolgt aus zwei Lésungen. 
Lésung A: 20 g Uranylacetat (natronfrei ,,.Merck*') werden mit 64 cem dest. 
Wassers und 36cem 10 %iger Essigsaure versetzt und bei gelindem Erwarmen 
gelést. Lésung B: 60g krist. Zinkacetat werden in 82 ccm dest. Wassers 
und 18 cem 10 °%iger Essigsaure durch Erhitzen gelést. Lésungen A und B 
werden warm gemischt und 24 Stunden stehengelassen. Das Reagens 
wird nach dem Filtrieren in einer Flasche (aus Jenaer Glas, oder mit Paraffin 
ausgegossen) gut verschlossen aufbewahrt. Falls Triibung oder Nieder- 
schlag vorhanden ist, muB vor dem Gebrauch filtriert werden. 

2. Zinkacetatlésung, gesdttigt. 8 bis 10g reines krist. Zinkacetat (zur 
Analyse ,,Schering-Kahlbaum‘‘) werden mit 200 cem 90- bis 96 °4igem Alkohol 
versetzt und mehrmals geschiittelt. Nach Absetzen des iiberschiissigen 
Zinkacetats ist die opalisierende Lésung brauchbar. Einige Wochen haltbar. 


3. Saurer Waschalkohol. 500 cem Alkohol werden mit 50 cem 10 °%iger 
Essigsiure versetzt und dazu ungefahr 0,5 g kristallinisches Na-Zn-Uranyl- 
acetat gegeben. Die Lésung wird mehrmals kraftig geschiittelt, 24 Stunden 
stehengelassen und dann filtriert. Das krist. Tripelsalz wird auf die Weise 
hergestellt, da8 man aus einer reinen NaCl-Lésung das Na mit Zn-Uranyl- 
acetat fallt (z. B. 10 cem 1 %jiges NaCl, 20 cem Alkohol und 30 cem Reagens 
Nr. 1), den Niederschlag mit Alkohol wascht und an einem dunklen Ort 
trocknet. Ein griindliches Auswaschen ist wegen der Beseitigung des iiber- 
schiissigen Na wichtig. 

4. Neutraler Waschalkohol. Er wird ebenso hergestellt wie der vorher- 
gehende, aber ohne Essigséure. Diese Waschfliissigkeit triibt sich beim 
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langeren Stehen an der Laboratoriumsluft, deshalb muB sie in einer gut 
verschlossenen Flasche autbewahrt werden. 

5. Phenolphthalein. 1 g Phenolphthalein wird in 100 cem Alkohol gelés: 
und in einer Tropfflasche aufbewahrt. 

6. Natriumhydroxyd, n/10. Man spiilt 6 bis 8 g reines Natriumhydrox yd 


mit wenig dest. Wasser kurz ab (um oberflachliches Carbonat zu beseitigen), 


gieBt das Spiilwasser weg und lést nun das Salz in ungefahr 1 Liter Wasse: 
auf. Die Einstellung gegen eine genaue n/10 Salzsiwe (Phenolphthalein 
als Indikator) erfolgt in der bekannten Weise. Die Titrationsfliissigkeit 
wird in einer gut verschlossenen Flasche aufbewehit und der Titer zeitweis: 
mit n/10 HCI kontrolliert. Die Biirette ist vor Gebrauch mit frischer Natron 
lauge aufzufiillen, um Carbonatgehalt zu vermeiden. 


hb) Titrimetrische Bestimmung in Blutserum, Liquor und Harn. 


0,5 ccm Blutserum (Liquor oder Harn), das fiir zwei parallele Be- 
stimmungen geniigt, wird mit einer geeichten Pipette genau abgemessen 
und in einem kalibrierten, oder mindestens bei 5 cem mit einer Marke 
versehenen Reagensglas (,,Phosphorréhrchen**) mit 1 cem dest. Wassers 
und 3,5cem gesattigtem alkoholischen Zinkacetat versetzt. Nach 
maBigem Schiitteln wird das Réhrchen fiir 15 Minuten in Wasser von 
80 bis 96° gestellt, wobei eine vollstandige Fallung von Eiwei®8 und 
Phosphat erfolgt. Man laBt die Fliissigkeit abkiihlen, dann wird bis 
zur Marke mit Alkohol aufgefiillt und das Ganze durch trockenes Filter- 
papier (Schleicher-Schill Nr. 589, 54/5 em, WeiBband) filtriert. Wasser 
und Alkohol stehen in dem Filtrat in einem Verhaltnis von etwa 1: 2. 

Es wird je 1,5ccm des eiweiB- und phosphatfreien Filtrats zur 
Fallung benutzt. Zweimal 1,5 cem des Filtrats werden in zwei Zentri- 
fugenglaser tiberfiihrt und mit je 1,5 cem Zink-Uranylacetatreagens 
versetzt. Das Na scheidet sich nach maBigem Schiitteln sehr gut aus in 
der Form von Na-Zn-Uranylacetat. Der Niederschlag wird nach 
15 Minuten zentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit mit einer 
gebogenen Kapillare ohne Verlust an Niederschlag abgesaugt. Der 
fein kristallinische Niederschlag setzt sich ungemein leicht ab; man 
kann daher nach starkerem Zentrifugieren (2 bis 3 Minuten) die klare 
Fliissigkeit einfach auf die Weise abgieBen, daB man das Réhrchen mit 
einer raschen Bewegung umdreht. Es ist zweckmaBig, die Miindung 
des Réhrchens in dieser Stellung mit einem Stiick reinen Filterpapier 
abzuwischen. Dem Niederschlag werden dann 2 bis 3 cem saurer Wasch- 
alkohol zugegeben, wieder zentrifugiert und die klare Fliissigkeit ab- 
gegossen (oder abgesaugt). Mit dem sauren Waschalkohol wird insgesamt 
zweimal, mit dem neutralen noch zweimal gewaschen, wobei darauf zu 
achten ist, daB durch die Waschfliissigkeit die innere Wand des Réhr- 
chens abgespiilt und der Niederschlag griindlich aufgewirbelt wird. 

Der gewaschene Niederschlag wird nach dem AbgieBen des letzten 
Waschalkohols in kohlensdure freiem (frisch gekochtem und abgekiihltem) 
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dest. Wasser gelést, die Lésung in einen 100-cem-Erlenmeyer-Kolben 
itberfiihrt und das Réhrchen mehrmals nachgewaschen, so daB die 
vesamte Lésung ungefahr 30 bis 40 cem betragt. Die gelbgriine wasserige 
Losung wird nun unter Verwendung von 3 bis 4 Tropfen Phenolphthalein 
als Indikator mit n/10 Natronlauge aus einer Mikrobiirette bis zur 
ausgesprochen roten Farbe titriert. Es wird (fiir Blutserum) nahezu 2 cem 
n 10 Natronlauge verbraucht. Das Titrieren erfolgt am besten un- 
mittelbar nach dem Auflésen des Niederschlags, damit die Lésung 
kein COQ. aus der Laboratoriumsluft aufnimmt. Eine lange, direkte 
Kinwirkung von starkem Sonnenlicht auf die Lésung ist schadlich. 

Berechnung. 1 mol Na-Zn-Uranylacetat bindet beim Titrieren 9 mol 
NaOH. Ein Molekiil des Tripelsalzes enthalt 1 Atom Natrium, so entspricht 
leem n 10 Natronlauge theoretisch 0,256 mg Na im Niederschlag. Wegen 
des Ubertitrierens und der Na-Verunreinigung der Reagenslésungen (welche 
bei Verwendung der nach obiger Vorschrift hergestellten Reagenzien durch- 
schnittlich 0,01 mg Na betragt) mu man jedoch einen Faktor verwenden: 
praktisch entspricht J cem verbrauchte n/10 Natronlauge 0,243 mg Na. Will 
man das Resultat unmittelbar als mg °, Natrium erhalten, so wird die 
Kubikzentimeterzahl der verbrauchten n/10 NaOH mit 162 multipliziert. 
(zur Bestimmung gelangte 1,5cem eiweiBfreies Filtrat, d.h. 0,15 cem 
Blutserum). Diese Faktoren geniigen vollkommen fiir die meisten Zwecke, 
speziell aber fiir vergleichende Serienuntersuchungen. Bei Untersuchungen 
von entscheidender Wichtigkeit bestimmt man die Na-Verunreinigung der 
Reagenzien in einer Blindprobe, oder man stellt eine gleichzeitige Be- 
stimmung in einer Lésung mit bekanntem Natriumgehalt an. 

Falls der Natriumgehalt im Harn von dem normalen zu stark 
abweicht, mu der Harn besonders behandelt werden. Wenn zu hohe 
Werte zu erwarten sind, verdiinnt man den Harn zwei- bis dreifach mit 
dest. Wasser. Aus einem Harn mit niedrigem Natriumgehalt soll 
dagegen 1,5 anstatt 0,5cem zur Bestimmung verwendet und direkt 
(ohne Wasserzugabe) mit Zinkacetatlésung aufgefiillt werden. Ein 
Harn mit auBerordentlich niedrigem Natriumgehalt (Polyurie, Dys- 
enterie usw.) muB eingeengt werden: dazu werden 20 bis 30 cem Harn 
in einem Jenaer Kjeldahl-Kolben gekocht, unter Zugabe einiger Tropfen 
Octylalkohol zur Verhinderung des Schiumens. Der eingeengte Harn 
wird in ein kalibriertes Reagensglas iiberfiihrt, nachgewaschen und auf 
ein Zehntel des urspriinglichen Volumens aufgefiillt. Die Fallung des 
Phosphats in dem eingeengten Harn mu wiederholt durchgefiihrt 
werden, wenn das erste Filtrat mit Zinkacetat einen Niederschlag gibt. 
Wenn das Kalium in zu hoher Konzentration vorhanden ist (in einem 
sehr eingeengten Harn, oder z. B. im Aschenauszug von Muskel- 
gewebe usw.), mu es manchmal beseitigt werden, um seine stérende 
Wirkung auszuschalten: die Fliissigkeit wird mit einigen cem konz. 
Ammoniumperchloratlésung versetzt, geschiittelt, fiir 30 Minuten in 
den Eisschrank gestellt, dann zentrifugiert und ein Anteil der klaren 
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Lésung zur Bestimmung benutzt [Butler und Tuthill (7)|. — Bei der 
Fallung des Na ist immer darauf zu achten, daB Lésungsmittel (Wasser), 
Alkohol und Reagens ungefahr im Verhaltnis 1 : 2: 3 zueinander stehen. 


c) Gravimetrische Bestimmung in Blutserum, Liquor und Harn. 

Fir die gravimetrische Bestimmung mu8 die Ausgangsmateria!- 
menge so gewahlt werden, daB ungefahr 1 mg, mindestens aber 0,5 mg 
Na zur Fallung kommt. Fiir eine Bestimmung im Blutserum ist also 
0,5cem Serum noétig; es werden 3ccm Filtrat benutzt, das ungefahr 
I mg Na enthalt. 

0,5 ccm Blutserum (Liquor, Harn) wird auf dieselbe Weise mit 
alkoholischem Zinkacetat versetzt und weiter behandelt, wie bei dem 
titrimetrischen Verfahren geschildert wurde. 3 ccm des enteiweibten 
Filtrats wird in einem Zentrifugierréhrchen, das vorher auf der analyti- 
schen Waage abgewogen war, mit 3 ccm Zn-Uranylacetatreagens ver- 
setzt, nach 15 Minuten zentrifugiert und zweimal mit saurem, zweima| 
mit neutralem Waschalkohol auf der Zentrifuge gewaschen (s. oben). 
Nach dem AbgieBen der letzten Waschfliissigkeit wird der Niederschlag 
im unteren Teile des Réhrchens durch eine rotierende Bewegung verteilt 
und das Réhrchen in den Trockenschrank gelegt. Die Temperatur wird 
auf 105° eingestellt und fiir 2 Stunden so gelassen. Dann kommen die 
Rohrchen in den Exsikkator und werden nach dem Abkiihlen auf der 
analytischen Waage gewogen. Die auBere Wand der Roéhrchen mut} 
selbstverstandlich vor dem Trocknen gereinigt werden. 

Berechnung. Das Molgewicht des Tripelsalzes ist 1538,1, also entspricht 
1 mg Na theoretisch 66,88 mg Na-Zn-Uranylacetat. Multipliziert man das 
mg-Gewicht des getrockneten Niederschlags mit 0,01495, so erhalt man die 
Na-Menge (in mg) der untersuchten 3 cem Filtrat (= 0,3 ceem Serum). Um 
genaue Werte zu erzielen, bestimmt man die Na-Verunreinigung der Reagen- 
zien in einer Blindprobe, am besten an einem mehrfachen Volumen, und 
rechnet davon den der Bestimmung entsprechenden Blindwert aus. Der 
Blindwert wird von dem Gewicht des Niederschlags abgezogen und di 
Berechnung dann mit den theoretischen Faktoren durchgefiihrt. De 
Blindwert fiir 3ccm Filtrat betragt meistens 2 bis 2,5 mg (Tripelsalz), was 
0,03 mg Na entspricht; fiir praktische Zwecke kann man also den Faktor 
0,0145 (oder 1mg Na = 69mg Tripelsalz) zur direkten Berechnung des 
Resultats heranziehen. 


d) Bestimmung in festeren Substanzen nach vorhergehender 
Veraschung. 


Nicht fliissige Substanzen (Organe, Gewebe, Nahrungsmittel. 
Stuhl usw.) werden am besten zunachst getrocknet und fein gepulvert, 
dann einer nassen Veraschung unterworfen. Eine Pulvermenge, die 
voraussichtlich 5 bis 10 mg Na enthalt, wird genau abgewogen und in 
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einen 100- bis 200-cem-Jenaer Ajeldahl-Kolben tiberfiihrt. Man abt 
unter dem Abzug aus Biirette oder MeBzylinder 5 bis 10 cem rauchende 
Salpetersdiure (Acid. nitricum fumans pro anal.) vorsichtig zuflieBen, 
wobei sich ein Teil der Substanz unter starker Warmeentwicklung sofort 
auflést. Man kann auch konz. Salpetersdiure (Acid. nitricum conc. pro 
anal., spez. Gew. 1,42) verwenden, nur verlangt dann die Veraschung 
etwas laingere Zeit. Der Kolben wird nicht auf freier Flamme, sondern 
am Sandbad erhitzt, um Na-Verluste zu verhindern. Es werden zu dem 
braunen Riickstand nach dem Abkiihlen wieder einige ccm Salpeter- 
siure nebst 5 bis 6 Tropfen Perhydrol (zur Analyse ,,Merck**) zugegeben 
und der ganze ProzeB noch einmal wiederholt. Endlich gibt man 
anstatt der Salpetersiure konz. Salzsiure zu. Alle Saéuren miissen 
selbstverstindlich natriumfrei sein. Falls sie Na enthalten, muB es in 
einer Blindprobe (nach Eindampfen) bestimmt und in Rechnung 
gesetzt werden. 


Nach Vertreiben der Saure wird der abgekiihlte Riickstand mit 
einigen Tropfen verdiinnter Salzséure und ein paar ccm dest. Wasser 
versetzt und einige Minuten gekocht. Die Lésung enthalt das ganze Na, 
Zuriickbleiben von ungeléstem CaSO, stért in keiner Weise. Die Asche- 
losung wird in ein kalibriertes Reagensglas iiberfiihrt, der Kolben 
nachgewaschen, nach dem Abkiihlen mit Wasser auf 5 ccm aufgefiillt 
und 0,5 bis 1,5 cem zur Bestimmung verwendet. Weiter wie oben. 


Zusammenfassung. 


1. Das Kolthoffsche Reagens (Zink-Uranylacetat) ist fiir die 
quantitative Bestimmung von Natrium in biologischem Material 
vorziiglich geeignet, nicht nur wegen der Empfindlichkeit der Reaktion, 
sondern auch wegen des hohen Molekulargewichts des Reaktions- 
produktes (Natrium-Zink-Uranylacetat). Die wasserige Lésung des 
Tripelsalzes bindet 9 Aquivalente NaOH, was zu einer titrimetrischen 
Bestimmung ausgenutzt werden kann. 

2. Es wird eine vereinfachte gravimetrische Methode angegeben, 
die es gestattet, alle Phasen von der Fallung bis zum Wagen in einem 
Zentrifugierr6hrehen durchzufiihren. Fehlergrenze 1°). 


3. Titrimetrisch kann der Natriumgehalt des gewaschenen Tripel- 
salzes (mit Phenolphthalein als Indikator) unmittelbar mit n/10 Natron- 
lauge ermittelt werden. Fehlergrenze 1 bis 2°,. 


4. Flissiges Material (Blutserum, Liquor, Harn) wird ohne Ver- 
aschung untersucht, man benétigt zur Ausfiihrung von zwei Parallel- 
Bestimmungen nur 0,5 ccm. Festere Substanzen miissen vor der Be- 
stimmung verascht werden. 











SO M. Dreguss: Bestimmung von Natrium in biologischem Material. 
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Uber den sogenannten ..Grundumsatz™. 
Il. Mitteilung: 
Einwirkung der optischen Isomeren des Valins auf den ,,Grundumsatz*. 
Von ° 
Willi Bentz und Curt Oehme. 
(Aus der Medizinischen Poliklinik der Universitat Heidelberg.) 
(Eingegangen am 24. August 1939.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


In der ersten Mitteilung ist gezeigt worden, daB eine Reihe von 
Aminosduren, wenn sie in Dosen von etwa 10 mg/100g Tier taglich 
verabreicht werden, den Ruhentichternumsatz von Ratte, Meerschwein- 
chen und Kaninchen, der 24 Stunden nach der letzten Aminosauregabe 
gemessen wird, je nach der Art der Fiitterung verschieden beeinflussen. 
Glykokoll, 1(-+-)-Leucin, 1(+)-Isoleucin, Alanin, 1(—)-Tyrosin, 4d, |- 
Phenylalanin, |(+-)-Glutaminsaéure kénnen ihn senken, so z. B. bei der 
gewOhnlichen vegetabilen Fiitterungsweise der kleinen Nager. Von 
Glykokoll und 1(-+-)-Leucin wurde bei anderer Ernahrungsart aber auch 
die Fahigkeit, den ,,Grundumsatz*‘ unveradndert zu lassen oder zu 
erhohen, nachgewiesen. 

Diese Reaktionen haben eine lingere Anlaufszeit und eine Nach- 
wirkung bis zu mehreren Wochen nach Absetzen einer linger dauernden 
Aminosaurezufuhr. Ihre Richtung ist abhaingig von der gleichzeitigen 
Anwesenheit anderer Aminosiuren, auch derjenigen, in welche die 
gesamte Nahrung wahrend der Verdauung zerfallt, von der Verwendung 
im Stoffwechsel, vom Energiewert der Nahrung, wie in Versuchen am 
Hund in einer spateren Mitteilung eingehend dargetan werden wird, 
und insbesondere scheint geringer Gehalt einer Aminosiure, etwa des 
Glykokolls, in der Kost den Senkungseffekt durch eine Zulage der 
gleichen Aminosaéure zu begiinstigen. 

Eine zweite Gruppe der Aminosauren: |(-+-)-Valin, Arginin, Trypto- 
phan und Histidin, steigert bei dem gewéhnlichen Futter die Ruhe- 
niichternoxydationen. Es fallt auf, daB sie nur Aminosauren enthalt 
welche der Organismus nicht zu bilden vermag. Bei verschiedener Kost 
ist von diesen Aminoséuren erst das Tryptophan genauer untersucht. 
Im Unterschied zu den Aminosiuren der ersten Gruppe hat sich heraus-, 
gestellt, daB Tryptophanzulage auch bei tryptophanfreier Kost keine 
Stoffwechseldepression hervorbringt, vielmehr verdindern unter dieser 
Bedingung kleine Dosen, die etwa den zum Wachstum_ bendétigten 
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Mengen bei der jungen Ratte entsprechen, den Umsatz der erwachsenen 
iiberhaupt nicht, dariiber hinausgehende steigern ihn. 

| (—)-Oxyprolin, das zunichst, weil es bei Stallfutter den Umsaty 
erhoht, zur zweiten Gruppe gestellt wurde, erwies sich als zur ersten gehdérig, 
indem es bei oxyprolintreier Ernahrung den ,,Grundumsatz** vermindert. 

Es ist nun zu priifen, ob das Verhalten des Tryptophans fiir die 
ganze Gruppe charakteristisch ist und sich bei ihren anderen genannten 
Gliedern wiederfindet. Unter diesem Gesichtspunkt wurde zuniachst 
Valin bei einer valinfreien Kost untersucht. 


I. Zur Methodik. 


Betreffs der Methodik sei unter Verweisung auf die erste Arbeit nochmal. 
hervorgehoben, daB die O,- und C O,-Bestimmungen nach 12- bis L5stiindigem 
Hunger bei der Indifferenztemperatur von 28° an Ratten vorgenommei: 
werden. 


Valinfreies Futter (XVIII). 


Gemisch von Gelatine + Aminoséuren (s. unten)............ 15% 
Reimeimeiott (eewORONGih) 666ac6 sve was okie dees eGacecduwas 16% 
ROM NN  Sirhfgerid att ate od, sated. worn Clg de tk le ee Gaia eon ere Oe od 56% 
TRS 8 Seer BAS Ein ae A Oa g OO ER SR 20 9 
Salzgemisch nach Osborne-Mendel............... ccc eevee 4y¥ 


Kartoffelstarke (gewaschen) 


Vitamin B, und B, je 50 y pro Tier und Tag. 1 bis 2 mg Ascorbinsaure 
pro Tier und Tag. Vitamin B,-Komplex I. G. Farben (+ 0,4 cem zweimal 
in der Woche, s. Mitteilung I, 8S. 26, Anm. 5). 

Gelatine als einziger EiweiBk6rper im Futter bedarf emer Ergianzung 
durch die ihr fehlenden oder ungeniigend in ihr vorhandenen Aminosauren. 
Wir sind darin, fuBend auf Dakins! Analyse der Gelatine, etwas weite! 
gegangen als Rose und haben auch von den im K6rper synthetisierbaren 
Aminosauren diejenigen zugesetzt, welche in Gelatine nur in geringer Menge 
vorhanden sind, und zwar soviel, daB das Gemisch (Gelatine + Zuséitze) 
dem Aminosauregehalt des Caseins angenahert wird. Die Zusammensetzung 
des Caseins als eines vollwertigen EiweiBkérpers hat auch Rose * bei Ersatz 
des NahrungseiweiBes durch reine Aminosaéuremischungen zum Mustet 
genommen. 

Zu 100 g Gelatine wurden zugesetzt : |( + )-Leucin 6,44 g, Norleucin 0,7 g, 
1(—)-Phenylalanin 2,58 g, d(+)-Glutaminsaéure 16,2 g, 1-Asparaginsaure 
0,7 g, d,1l-Serin 2,2 g, 1(—)-Tyrosin 6,5 g, 1(—)-Cystin 1,08 g, Methionin 
1,75 g, Histidinmonochlorhydrat 3,1 g, 1(+)-Lysindichlorhydrat — 6,0 g, 
1(—)-Tryptophan 2,25 g, NaHCO, 6,32 g (Aquivalent der Chlorhydrate). 
Die Mischung ergibt, ohne das Carbonat, rund 150,3 g mit 15,2 % Stickstoff. 

Die Aminosaéuren wurden durch Bestimmung von Stickstoff und 
optischer Drehung auf ihren Reinheitsgrad gepriift. Das 1(+)- wie das 
d, 1-Valin enthielt 12,1% Stickstoff bei einem Sollwert von 11,99°,; die 
1(+)-Form drehte + 27,85° bei einem Sollwert von 28,8° (3 °,ige Lésung). 


1 J. of biol. Chem. 44, 499, 1920. — ? Ebenda 117, 581, 1937; Kost XI1a 
und zahlreiche andere Arbeiten dieses Verfassers ebenda. 
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Die tagliche Futteraufnahme wurde kontrolliert und betrug bei den er- 
wachsenen Tieren sehr gleichmabig 30 g ( 1). 

Zur Kontrolle wurden einige Wachstumsversuche angesetzt. Es 
ergab sich, daB bei der valinfreien Kost das Wachstum stehen blieb. 
Zulage von 3,5 oder 8 mg d, I- oder 1(--)-Valin taglich brachte es nicht 
oder nur mangelhaft, von 30¢ d,1-Valin bis zur taglichen Gewichts- 
zunahme von 1,1 g, von 15 mg I(—+-)-Valin bis zur Zunahme von 2 ¢ in 
Gang, was fiir unsere Ratten dem Durchschnitt bei gew6hnlichem 
Futter entspricht. 

Ein erwachsenes Tier, das 4 Wochen lang valinfreies Futter (XVIII) 
erhalten hatte, zeigte sehr sch6n am Fell die charakteristische Mangel- 
erkrankung, mit Bewegungsst6rungen (Lahmungen), die Rose und 
Eppstein  kiirzlich beschrieben und abgebildet haben. Auch in unserem 
Falle konnten die Erscheinungen durch | (-)-Valinzufuhr, zuerst 8 Tage 
lang 10 mg, was nicht ganz auszureichen schien, dann 6 Tage lang 15 mg 


vollig behoben werden. 
II. Versuchsergebnisse. 


Die zwolf zu den Stoffwechselversuchen verwendeten ausgewachsenen 
Ratten fallen je nach der Verwendung unter folgende Gruppen: 
1. Valinfreies Futter (XVIII); dazu a) d, 1-Valin: Ratten Nr. 130, 131, 
148. b) 1(+-)-Valin: Ratten Nr. 140, 141, 149. 
15°,iges Caseinfutter (VIII «)?: dazu 1(+-)-Valin: Ratten Nr. 144, 
145. 
3. 50° iges Caseinfutter (V «)3; dazu 1(+-)-Valin: Ratten Nr. 146, 147. 
4. Kiichenabfallfutter; dazu 1(-+-)-Valin: Ratten Nr. 152, 153. 


bo 


Die Caseinfutterarten wurden als Gegenstiick zur valinfreien 
Nahrung gewahlt und im Eiweibgehalt abgestuft, weil Casein ein verhalt- 
nismaBig valinreicher EiweiBkérper ist’. Die Versuche mit Kiichen- 
ab fall futter stellen nur eine Kontrolle der in der ersten Mitteilung wieder- 
gegebenen Befunde dar und bestatigen diese, d.h. 5 mg I(+)-Valin, 
taglich gefiittert, steigern den O,-Verbrauch unter Grundumsatz- 
bedingungen in diesen neuen Versuchen bis zum 16. Tag um 189°, 
(+- 14,4°, CO.) bei Ratte Nr. 152 und um + 18,5°, (+ 17°, CQg) 
bei Nr. 153. 

Die valinfrei erndhrten Tiere (s. Tabellen Lund LL) zeigen folgendes: 
zunachst ergibt sich, daB bei Ubergang von Kiichenabfallfutter zu der 


1 Rose u. Epystein, J. of biol. Chem., 127, 677, 1939. > Futter 
VIII «: Casein 15%, Lebertran 5°,, Schweinefett 6°,, Salzgemisch 4°,, 
Kartoffelstarke 75°, Vitamine wie XVIII (ohne Ascorbinsaure). 

3 Futter V «: Casein 50°, Kartoffelstarke 35 °,, Lebertran 5°, Schweine- 
fett 6°, Salzgemisch 4°, Vitamine wie XVIII (ohne Ascorbinsaure). 
47.9% nach Foreman, Biochem. J. 13, 378, 1919. 
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valinfreien Kostform XVIII die GréBe der Ruheniichternoxydationen 
sich nicht andert. Bis zu 12 Tagen valinfreier Nahrung wurde dies 
verfolgt (Ratten Nr. 131, 148, 149). Auf die dann verabreichte Zulage 
von Valin reagieren die Tiere verschieden, je nach der sterischen Form 
der Aminosdure. 

5mg pro 100g Tier des natiirlichen 1(+-)-Valins, 15 bis 32 Tage 
gegeben, lassen den Stoffwechsel bei allen drei Ratten ganz unverandert 
(zwei bis vier Messungen an verschiedenen Tagen der Vorperiode und 
zwei bis fiinf Messungen wihrend der Hauptperiode). Als anschlieBend 
bei zwei Tieren die Valindosis auf 25 mg erhéht wird, steigt der O.-Ver- 
brauch vom 26. bis 54. Beobachtungstage bei dem einen (Nr. 140) auf 

15°, (4+ 10,3°, COz.), bei dem anderen vom 28. bis 41. Tag (Nr. 141) 
auf + 13,7°, (+-9,33°, CO.) an. Er hat damit noch nicht den Héhe- 
punkt erreicht und wiirde ohne Zweifel auch durch gréBere Valingaben 
noch héher zu treiben sein. 

Die Tiere verhalten sich also genau so wie bei Darreichung von |(—-)- 
Tryptophan wihrend einer tryptophanfreien Erndhrung. 

Der tagliche Valinbedarf beim Wachstum ist nicht genau bekannt, 
diirfte aber nach der allerdings geringen Zahl unserer zur Futterkontrolle 
angesetzten Wachstumsversuche um 15 bis 20 mg 1(--)-Valin je 100 ¢ 
Tier legen. 

Die nicht natiirliche d(—-)-Form des Valins zeigt eine ganz andere 
Wirkung. Unsere Resultate sind allerdings nur unter Verwendung der 
d,1-Verbindung gewonnen (Abb. 1 und 2). 5mg d,1-Valin pro 100 ¢ 
Tier senken den Ruheniichtern-O,-Verbrauch bei Ratte Nr. 130 in 
15 Tagen (11. bis 26. Versuchstag) um -— 13,4°, (-- 9,62°, CQ.), bei 
Ratte Nr. 131 in 18 Tagen (13. bis 31. Versuchstag) um 115% 
(—7,8°, COs). Steigerung der Dosis auf 15 mg bringt beim ersten 
Tier vom 33. bis 45. Tag keine weitere Vertiefung. Beim zweiten, das 
am 35. Tag denselben Umsatz aufweist wie am 31. Tag, wird am 38. Tag 
d, 1-Valin abgesetzt und die Riickkehr des Stoffwechsels zum Ausgangs- 
wert abgewartet, der bei Untersuchung in vier- bis siebentagigen Ab- 
stinden zwischen dem 52. und 56. Tag, also nicht frither als 14 Tage 
nach Fortfall der Valinzufuhr, erreicht und bis zum 63. Tage als konstant 
verfolgt wird. Man sieht also auch an diesem Beispiel die schon frither 
betonte lange Nachwirkung. Bei einer dritten Ratte (Nr. 148) sinkt 
auf 10 mg d, 1-Valin pro 100 g Tier taglich der O,-Verbrauch in 21 Tagen 
um —13,5°, (—-9,6% CQO.), was durch die fiinffache Dosis (50 mg 
taglich) in weiteren 10 Tagen nicht verandert wird. Steigerung der 
Dosis iiber 5 mg der racemischen Verbindung erhéht den Erfolg also nicht. 

Ein Nebeninteresse boten zwei Fragen. Einmal: gelingt durch 
Kombination der stoffwechselsteigernden gréBeren Dosen von 1|(--)- 
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Valin mit d,1-Valin die erwartete gegenseitige Abschwachung? Dies 
ist der Fall. 

So bringen 10 mg d, |-Valin bei Ratte Nr. 141 die erwahnte, durc}) 
25 mg I(-+-)-Valin erzeugte Steigerung von + 13,7°%, (+ 9,339 CO, 
in 11 Tagen (42. bis 53. Versuchstag) zum Anfangswert zuriick: in diese: 
Zeit wurde natiirlich | (+-)-Valin (25 mg) neben dem d, 1-Valin weiter 
verabreicht. Bei Erhéhung der d, |-Valinzufuhr auf 50 mg iiberwiegt 
dann dessen Stoffwechselsenkungsvermégen (65. und 69. Versuchstag), 
Hier, bei der durch | (+-)-Valin erhéhten Ausgangslage erzielen also 
50 mg d, |-Valin mehr als 10 mg, wahrend bei valinfreier Nahrung ohne 
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Abb. 1. Valinfreie Grundkost. 


1 (+-)-Valinzulage dies nicht der Fall ist (s. oben, Ratte Nr. 148). Es 
ware von Interesse zu sehen, ob dieser Unterschied an die Stoffwechsel 
steigerung durch | (+)-Valin gebunden ist oder bei gleicher Erhéhung 
durch eine andere Aminosaure sich wiederfindet, was noch zu untersuchen 
bleibt. 


Im Hinblick auf die friiher ausfiihrlich behandelte Glykokol/ 
wirkung beschaftigte die Frage nach seiner Wirkung bei der durch di 
Gelatine an Glykokoll ziemlich reichen valinfreien Erndahrungsweise. Bei 
Ratte Nr. 131 (Abb. 1) hat, nachdem die Senkung durch d, I-Valin 
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voriiber war, tagliche Darreichung von 10 mg Glykokoll je 100 ¢ Tier 
den Stoffwechsel vermindert, bei valinfreier Kost in 20 Tagen um 
-11,4% Og (—8,7% COx,). Ratte Nr. 140 erhalt neben der Zulage 
von 25mg I(+)-Valin auBerdem vom 55. Versuchstage ab 10 mg 
Glykokoll taglich. Bereits nach 11 Tagen ist die oben beschriebene 
Umsatzsteigerung von -+- 15°, (+ 10,1 °, CO.) riickgingig gemacht und 
der Anfangswert wieder erreicht, der auch bei Darreichung dieser 
Substanzen wahrend weiterer 12 Tage festgehalten wird. Bereits in 
der ersten Mitteilung (S. 16) wurde die geringe Stoffwechselsenkung 
durch Gelatine bei Meerschweinchen auf die gegenseitige Kompensation 
entgegengesetzt wirkender Aminosiuren, die in der Gelatine enthalten 
sind, zuriickgefiihrt. Das Mengenverhiltnis der steigernden und 
senkenden Eiweifspaltstiicke bestimmt ja weitgehend die Héhe des 
Grundumsatzes. Dieser Antagonismus kann vorerst nicht quantitativ 
erfaBt werden, aber die stoffwechselerhGhenden Aminosiuren in der 
erginzenden Zulage des valinfreien Futters (Histidin, Tryptophan, 
Lysin, Valin) erfordern zur Senkung des O ,-Verbrauchs auch eine 
gréBere Menge der entgegengesetzt wirkenden, z. B. Glykokoll. 

An der Rattengruppe, welche Caseinfutter erhielt, sind folgende 
Beobachtungen bemerkenswert, welche einen Teil der in der ersten 
Arbeit entwickelten Anschauungen bestatigen. 

Bei diesen valinreicheren Futterarten steigern bereits 5 mg 1|(--)- 
Valin pro 100g Tier und Tag den Stoffwechsel so, wie dies bei der 
Fiitterung mit Kiichenabfallen schon berichtet wurde. Zwischen der 
15 und der 50°, Casein enthaltenden Kost besteht aber insofern ein 
Unterschied, als bei der valinairmeren (15°, Casein) die genannte Valin- 
dosis erst zwischen dem 16. und 22. Tag den Grundumsatz zu erhéhen 
beginnt und dieser Anstieg, der bei der Bestimmung am 28. und 35. Tag 
gleichbleibt, nur bis zu +- 7,3°, Os (+ 4,7°, CO.) (Ratte Nr. 144) und 

8°, Og (+ 5.4%, CO.) (Ratte Nr. 145) fiihrt ; erst 15 mg (ab 36. Tag) 
erzeugen am 41. und 47.Tag + 8,8 bzw. + 11,5°, O.-Verbrauch 
(+ 5,6 und + 85°, CO,-Bildung) bei Ratte Nr. 144 und — 9,3 bzw. 
13,3 9, Oo-Verbrauch (+ 5,9 und + 9,9 °, CO.-Bildung) bei Ratte Nr. 145. 
Hingegen ergibt bei den Ratten mit 50°, Caseinkost bereits die erste 
Bestimmung am 7. Tage der tiglichen Valinzulage (5 mg/100¢ Tier) 
eine Steigerung und erreicht am 22. Tage + 15,5°, O. (4+ 10,6°,, COs) 
(Ratte Nr. 147) bzw. bei Ratte Nr. 146 am 16. Tage + 15°, O. 
(+ 10,8% CO,). 

Diese Ergebnisse passen also zu der Auffassung, daB die Menge 
einer Aminosdure in dem Grundfutter fiir den Wirkungsgrad ihrer 
Extrazulage auf den Stoffwechsel eine Rolle spielt. 

An dem genannten Tage wurde bei Ratte Nr. 146 das Valin fort- 
gelassen, um den Riicklauf der Reaktion zu beobachten. Zwischen 
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dem 12. und 20. Tage nach dem Absetzen stellt sich der Grundumsatz 


wieder auf den Ausgangswert bei Caseinkost ein, der tibrigens mit dem 
bei Kiichenkost zu allererst bestimmten identisch ist. Bei Ratte Nr. 147 
wurde im AnschluB an die Stoffwechselsteigerung durch 1(-+-)-Valin 
(5 mg pro 100 g Tier und Tag) und unter Beibehalten dieser Zulage dic 
Wirkung von d, 1-Valin untersucht. Auch hier zeigt sich, wie bei der 
valinfreien Kost (XVIII), eine offenbar auf die d(—)-Form zuriick. 
zufiihrende Dampfung der Ruheniichternoxydation, womit es gelingt 
die Wirkung der natiirlichen Form zu kompensieren. 30 mg d, 1-Valin 
vermindern den Umsatz noch weiter, ein zu dem beschriebenen Versuch: 
mit Ratte Nr. 141 bei valinfreier Kost mit 25 mg 1(+-)-Valin und 
10 bzw. 50 mg d, 1-Valin analoges Verhalten. 


Ill. Erorterung. 


Die natirliche Form [l(-+-)-] des Valins stellt sich hiernach in der 
Wirkung auf den ,,Grundumsatz‘* dem 1-Tryptophan zur Seite und 
reiht sich in unsere zweite Gruppe der Aminoséuren ein, wenn als deren 
charakteristische Eigenschaft angenommen wird, da sie bei einer Kost, 
der die betreffende Aminosiure praktisch fehlt, die Ruheniichtern- 
oxydationen nicht wie die Aminosaéuren der ersten Gruppe senken. 
sondern bei kleinerer Dosierung nicht verandern, bei gréBerer steigern 
Auch darin stimmt es mit dem Tryptophan iiberein, daB die Grenze 
dieses Umschlags in der Stoffwechselbeeinflussung am ausgewachsenen 
Tier nahe der ZufuhrgréBe liegt, welche das wachsende zum optimalen 
Aufbau seiner Kérpersubstanz benétigt. Diese Beobachtung stiitzt die 
schon friither geauBerte Vermutung, da die nicht synthetisierbaren 
Aminosiauren, in dieser Menge taglich zugefiihrt, deshalb den Energic- 
stoffwechsel nicht berithren, weil soviel von ihnen taglich zum Ersatz 
in die Gewebe eingebaut wird. Die Annahme eines etwa gleichgroben 
Bedarfs beim wachsenden wie erwachsenen Tier setzt einen lebhaften 
Umbau und Ersatz bei letzterem voraus, der aber durch die Ergebnisse 
der Arbeiten mit Isotopen nichts Unwahrscheinliches mehr hat. Dabei 
ist zu bedenken, dafB§ auch im wachsenden Tier eine soleche Erneuerung 
der bereits vorhandenen Kérpermasse sicherlich vonstatten geht und 
der Bedarf an einer nicht bildbaren Aminosaéure sowohl hierdurch wie 
durch die eigentliche Stoffanlagerung im Wachstum gegeben ist. Das 
Minimum bedeutet also nicht die Menge, welche in neugebildeter Leibes 
substanz angesetzt wird, sondern das Wachstum oder sein Stillstand 
ist hiernach bloB ein Indikator fiir die Giite der Bedarfsdeckung in beiden 
Prozessen: der Entwicklung und des Ersatzstoffwechsels. 

In diesem Sinne spricht auch folgende Uberlegung: Eine junge, etwa 
100 g schwere Ratte benétigt zu optimalem Wachstum (etwa 2 g Gewichts 
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Uber den sogenannten ,,Grundumsatz*. II. SY 


zunahme taglich) bei einer sonst vollwertigen, aber tryptophanfreien Kost 
etwa 20 mg Tryptophan im Tage!. Da der Rattenkérper nach Firth und 
Lieben® 0,239 Tryptophan enthilt, ist die GréBe der notwendigen Zufuhr 
durch den Ansatz allein nicht gerechtfertigt *. 

Die Stoffwechselsenkungen durch die Aminosiuren der ersten 
Gruppe kénnen als Energieeinsparung aufgefaBt werden. Ihr Betrag 
ist viel gréBer als dem Energiewert der zugefiihrten Aminosaure ent- 
spricht. Es kann sich also nur um eine indirekte Wirkung und nicht 
allein um den Ersatz sonst stattfindender Synthesen handeln, wie 
schon friiher an den Veranderungen des respiratorischen Quotienten 
auseinandergesetzt wurde. Diese finden sich auch in der vorliegenden 
Untersuchung wieder, ohne nochmals naher angegeben worden zu sein, 
und zeigen eine Anderung im Verhiltnis der Kohlenhydratfettver- 
brennung an, die bereits in der ersten Mitteilung besprochen worden ist. 

Besonders bemerkenswert ist, daf die kérperfremde d(——)-Form 
des Valins eine grundumsatzmindernde Wirkung entfaltet und da ein 
UberschuB iiber die Menge, welche den gré8ten Effekt erzielt, nicht, 
wie das gleiche Quantum |(-+-)-Valin, den Stoffwechsel steigert, sondern 
ohne wesentlichen Energieaufwand eliminiert wird. 

Dieses verschiedene Verhalten der natiirlichen und unnatiirlichen 
Form zum Gesamtstoffwechsel steht ganz allgemein damit in Einklang, 
da fiir eine Anzahl stereoisomerer Aminoséuren verschiedene Abbau- 
wege und Geschwindigkeiten bekannt sind (Felix*, Krebs u.a.). Freilich 
sind diese Erkenntnisse meist nicht am intakten Tier, sondern unter 
Bedingungen gewonnen worden, die eine Unversehrtheit aller Ferment- 
systeme nicht mehr voll verbiirgen, wahrend in den hier vorgelegten 
Beobachtungsreihen am normalen Tier (Gesamtorganismus) dafiir der 
Reaktionsverlauf im Dunkeln liegt. Es wire verfriiht, das Ergebnis 
mit Valin auf andere nicht synthetisierbare Aminosduren zu tibertragen 
und bereits generelle Regeln aufstellen zu wollen. Nach noch nicht 
abgeschlossenen Untersuchungen mit d(-+-)- und d, |l-Phenylalanin, 
iiber die spater berichtet wird, scheinen sich die optischen L[someren 
dieser ebenfalls beim Wachstum unersetzlichen Aminosaure —- allerdings 
in Versuchen am Meerschweinchen und bei einem Futter, dessen Gehalt 


! Siehe Alcock, Physiol. Rev. 16, 1, 1936; Berg u. Potgieter, J. of biol. 
Chem. 94, 662, 1931./32 — * Diese Zeitschr. 132, 343, 1922. 3 Rechnet 
man nach Coppoletta den EiweiBgehalt des Tierkérpers zu 16 bis 18% 
(Amer. J. Path. 9, 55, 1933, zit. nach Oppenheimer, Handb. d. Biochem., 
Erganzungsbd. II, 772, 1934) und nach Alcock den Gehalt der meisten 
EiweiBk6rper an Tryptophan zu 2,2, so ergibt sich ein Wert gleicher 
GréBenordnung. Hingegen ist der von Firth und Lieben (1. ¢.) mit der 
Bilanzmethode bestimmte Tryptophanbedarf der wachsenden Ratten wegen 
ungeniigenden Wachstums infolge Vitamin-D-Mangel — etwas zu niedrig. 
— * Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 141, 1937. 
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an Phenylalanin unbekannt ist — gerade entgegengesetzt zu verhalten 
die unnatiirliche d(+-)-Form laBt in kleiner Menge (10 mg/100 ¢ Tier 
und Tag) den Stoffwechsel unverandert und erhéht ihn in gréBere: 
(25 mg), wahrend die natiirliche (als d, 1-Form verabreicht) ihn bei de1 
entsprechenden Dosierung senkt und auf dem erreichten Niveau halt. 

Hingegen stimmt das verschiedene Verhalten der Stereoisomeren 
zum Gesamtstoffwechsel nicht damit iiberein, daB die optischen Anti- 
poden einer Reihe nicht synthetisierbarer Aminosiéiuren, Lysin aus. 
genommen, zum Wachstum gleich oder mit nur kleinerem Unterschied 
brauchbar sind, also die unnatiirliche Form in die natiirliche um 
gewandelt werden kann, wie besonders amerikanische Forscher fest- 
gestellt haben!. Es wurde aber bereits friiher ausgefiihrt, daB der 
KinfluB einzelner Stoffe auf das Wachstum nur mit dem Teil des Energie 
haushalts verglichen werden kann, der zum Ersatzstoffwechsel gehért. 
Dessen Anteil am gesamten Kraftwechsel kann durch die energetischen 
Folgen sekundarer Umsetzungen oder andere Geschehnisse im tibrigen 
Verwendungs- und _ Betriebsstoffwechsel iiberlagert und verwischt 
werden. Die dadurch gezogenen Grenzen widerlegen nicht den Ge- 
danken, daB die eigentiimlichen Unterschiede im EinfluB der Stereo 
isomeren nicht synthetisierbarer Aminosaéuren auf die Ruheniichtern- 
oxydation mit ihrer verschiedenen Rolle als Bau- und Ersatzmateria| 
in Zusammenhang stehen. 


Zusammenfassung. 


1. Bei valinfreier Nahrung laBt tagliche Darreichung kleiner 


Mengen 1(+)-Valin (5 mg/l00g Tiergewicht und Tag) den ,,Grund- 
umsatz‘‘ der ausgewachsenen Ratte unverandert, gréBere Gaben 
(25 mg) steigern ihn. | (+-)-Valin verhalt sich als nicht synthetisierbare 
Aminosaure in dieser Stoffwechselwirkung wie 1(—)-Tryptophan. Der 
tagliche Bedarf der wachsenden Ratte an 1(+-/)-Valin bei valinfreier 
Kost scheint nach orientierenden Versuchen um 15 bis 20 mg je 100 ¢ 
zu liegen. 

2. d,1-Valin (56mg pro 100g Tiergewicht taglich) hingegen senkt 
den .,Grundumsatz** (O5-Verbrauch 13,5 °,, CO.-Bildung — 9,6°,.) 
Erhéhung der Dosis bis zu 50 mg verstirkt bei valinfreier Kost die 
Wirkung nicht. 

3. Die Wirkungen von 1(+-)- und d,1-Valin kénnen sich unter- 
einander in der schon friiher fiir entgegengesetzt wirkende Amino- 
siuren aufgezeigten Weise kompensieren und hierbei wachst auch die 
Wirkung des d, 1-Valins iiber die unter 2. angegebene Grenze. 


' ZusammengefaBt bei Rose, Physiol. Rev. 18, 131, 1938. 
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Uber den sogenannten ,,Grundumsatz*’. II. 9] 


4. Bei dem valinfreien Futter (durch Aminosiuregemisch erganzte 
Gelatine) senkt Glykokoll den ,,Grundumsatz* in maBigem Grade. 
Auch dies kann durch geeignete Mengen von 1(-+-)-Valin aufgehoben 
werden. 

5. Bei valinreicher Kost (Casein) steigern bereits 5 mg |(-+-)-Valin 
den Umsatz, und zwar rascher und starker bei der caseinhaltigeren 
(50°) Nahrung als bei der daran armeren (15°, Casein). Auch hier 
bewirkt d, 1-Valin durch den entgegengesetzten EinfluB einen Ausgleich, 
bei héherer Dosis eine weitere Senkung. 

6. Alle diese Reaktionen gehen nach Absetzen der Zufuhr vollig 
zurick. Ihr Verlauf folgt den fiir andere Aminosiiuren beschriebenen 
RegelmaBigkeiten: langsamer Eintritt und lange Nachwirkung. 


Die zuverlassige Mitarbeit des Laboranten Herrn W. Marian méchten 
wir an dieser Stelle besonders anerkennen. 
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Uber die Saccharosebestimmung nach dem 
. Y J 
erweiterten Verfahren von Hagedorn und Jensen. 
Von 
Alfred Zeller. 
(Aus der Staats-Lehr- und Versuchsanstalt fiir Gartenbau, 
Hetzendorf-Schénbrunn, Wien XII.) 
(Eingegangen am 25, August 1939.) 

Mit dem so bequemen Hagedorn-Jensenschen Verfahren zur Be. 
stimmung reduzierender Zucker lassen sich Glucosemengen von 0,002 bis 
0,385 mg bestimmen. Vor kurzem habe ich eine Vorschrift mitgeteilt, 
die in einfacher Weise eine Erweiterung des Anwendungsbereichs auf 
0,3 bis 50 mg Glucose bringt!. 

Im folgenden sei kurz beschrieben, wie in ganz ahnlicher Weise 
entsprechende Saccharosemengen bestimmt werden kénnen. In den 
Grundziigen geht das Verfahren auf O. Lehmann? zuriick, dessen Angaben 
wir schon seinerzeit fiir die Kohlenhydratbestimmungen in Kiirbis- 
keimlingen vereinfacht haben**. Zur Bestimmung der Saccharose 
wird diese durch kurze Zeit am Wasserbad mit 2 °,iger Schwefelsiure 
invertiert und als Invertzucker bestimmt. Inversion und Bestimmung 
des Reduktionswerts lassen sich nach der folgenden Vorschrift im gleichen 
GefaiB ausfiihren und der Arbeitsaufwand fiir die Inversion ist sehr 
gering. 

Nach unseren Erfahrungen verfahrt man am zweckmabBigsten 
in folgender Weise. Die Probe wird in einem 100 cem Erlenmeyer- 
Kélbchen mit dest. Wasser auf 5 ccm aufgefiillt und mit 1,5 cem 10 °/iger 


Tabelle I. 





Schwefelsiuremenge Thiosulfatverbrauch * 

ecm ecm 

0,5 9,25 

9,37 

1,5 9,32 

9,30 

2.0 9 99 

9,32 


* Die Schwankungen der Parallelproben finden weiter unten ihre Erklirung. 


1 4. Zeller, diese Zeitschr. 300, 78, 1938. — 2? O. Lehmann, Planta 
13, 575, 1931. — 3 A. Zeller, Jahrb. wiss. Botan. 82, 123, 1935. — 4K. Enser, 


ebenda S82, 158, 1935. 
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Schwefelsiure versetzt, so das der Schwefelsduregehalt 2 bis 2,5°, 
betragt. Fiir Saccharosemengen zwischen 12 und 50 mg verfahre man 
analog der Vorschrift II unserer erwaihnten Mitteilung (Zeller!), Schwan- 
kungen der Schwefelsiurekonzentration spielen praktisch keine Rolle; 
der Versuch Tabelle I zeigt dies. 

Zur Inversion wird die Probe auf oder in ein kochendes Wasserbad 
gestellt und etwa 15 Minuten erhitzt. Es ist bei Reihenuntersuchungen 
leicht, hier eine genaue Zeit einzuhalten. Ein Versuch zeigte uns aber 
auch, daB die Werte bei einer Erhitzungsdauer von 30 Minuten nicht 
anders ausfallen, als wenn man nur 15 Minuten erhitzt. Die Proben 
werden nach dem Erhitzen (gleich oder in einigen Minuten) mit etwas 
Phenolphthalein versetzt und mit konzentrierter Bariumhydroxyd- 
lésung neutralisiert. Das Phenolphthalein wird in 1 °,iger alkoholischer 
Lésung angewandt und seine Menge ist zur Erzielung gleichmabiger 
Werte immer genau gleich zu bemessen. Wir erhielten bei einem 
Kontrollversuch folgende Werte: 


Tabelle II. 





, Thiosulfatverbrauch 
Phenolphthalein . sabia 


ecm 
3 Tropfen 9,32 
9,30 
9 Tropfen 8.48 
8,50 


Es verursachen also Schwankungen der Menge des angewandten 
Indikators betriichtliche Anderungen des scheinbaren Zuckergehalts. 
Nicht weniger wichtig wie die Anwendung von immer gleichen Phenol- 
phthaleinmengen ist die Beachtung besonderer Vorsichtsmafregeln 


Tabelle III. 





: Thiosulfatverbrauch 
C O2-Anwendung 


ecm 


| oa 
rs ) he 
4,58 


4.56 
4.56 
4.57 
4.56 
4.56 
4.56 


Etwa 15 Sek. nach dem Eintritt der Rotfarbung 


Langstens 3 Sek. nach dem Eintritt der Rotfarbung..... 


1 4. Zeller, diese Zeitschr. 300, 78, 1938. 
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beim Neutralisieren mit Bariumhydroxyd. Brauchbare Werte erhalt 
man, wenn man zur schwefelsauren Probe zunachst soviel Ba (OH), 
zusetzt, dais sie sich rot farbt und dann den AlkaliiiberschuB sofort 
durch Dariiberleiten von CO, abstumpft. Bleibt die Probe nur wenige 
Sekunden der Alkalieinwirkung ausgesetzt, dann treten bei Paralle!. 
bestimmungen Differenzen auf, die wir uns lange nicht erklaren konnten 
(vgl. Tabelle I und III). 

In der mit Ba(OH), neutralisierten Probe (das Bariumhydroxyd 
kann weder durch NaOH noch durch Na,CQOg ersetzt werden!) kan 
nun, trotz des enthaltenen BaSQO,-Niederschlags, die Zucker. 
bestimmung so wie in der friiheren Ver6ffentlichung beschrieben 
ausgefiihrt werden (Zusatz von Kaliumferricyanid, Erhitzen, Abkiihlen 
Sattigung mit NaCl, Titration). Das geinderte Ausgangsvolumen 
bedingt nur eine Anderung des Blindwerts (Blindbestimmungen daher 
immer ansetzen!), beeinfluBt aber die Umrechnungszahl nicht. Dies 
widerspricht unserer friiheren Angabe, daB man bei der Glucose. 
bestimmung auf annahernde (wir gaben etwa 20% an) Einhaltung des 
Ausgangsvolumens von 5 oder 10 ccm achten miisse. Es zeigte sich bei 
naherer Untersuchung, da fiir die Starke der Reduktionswirkung des 
Zuckers auf das alkalische Kaliumferricyanid nicht (wie dies nach den 
Angaben von Hagedorn und Jensen! bei der Mikrozuckerbestimmung 
der Fall ist), das Volumen des Reaktionsgemisches, also die Konzen- 
tration des Reduktionsmittels, von groBem Einflu8 auf die Umrechnungs. 
zahl ist, sondern wohl hauptsichlich das gegenseitige Mengenverhaltnis 
Kaliumferricyanid—Alkali. Dies zeigt ein Versuch, bei dem wir diesel be 
Glucosemenge einmal nach der gewoéhnlichen Vorschrift als Glucose 
und einmal nach dem Saccharosegang als ,,Saccharose‘‘ bestimmten 
(Tabelle IV). 

Tabelle IV. 








Als Glucose bestimmt Als Saccharose bestimmt 
“'Thiosulfatverbrauch Glucose gefunden _ ~ ‘Thiosulfatverbrauch | ~ Glucose gefunden 
ccm mg ecm ng 
8,13 se 8,02 : 
8.17 2,14 8,08 14 
6,52 4) 6,42 
6.52 if ate 6,42 4,46 
3,34 \ . 3,28 | 
in IE 92 
3.38 nated | . 
9,67 | 9,56 l 
9.67 | 0,00 9.56 - 
(Blindwert) ( Blindwert) 


1 Diese Zeitschr. 135, 46, 1923. 
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Kleinere Unstimmigkeiten treten mitunter bei Saccharosemengen 
unter etwa 2 mg auf, so daf} man dafiir oft besser mit einer Eichkurve 
arbeitet, wenn man die Fehler von héchstens 10°, nicht in Kauf nehmen 
kann. Héhere Werte lassen sich mit dem Faktor: 1 cem m 20 Kalium- 
ferricyanid 1,35 mg Saccharose berechnen [1,42 (Glucosewert) - 0,95, 
wegen des héheren Molekulargewichts von Invertzucker]. Die Fehler 
sind sehr gering. Arbeitet man mit m4 Kaliumferricyanid, dann 
indern sich natiirlich die Zahlen entsprechend. 


Tabelle V. 





Kinwaage Gefunden Differenz in %, 
etwa 
mg Saccharose 
2,07 1,98 } 
4.14 4.19 1 | 
8,28 8.34 L (8 
10,35 10,61 i) 


12,42 12,22 15 








‘ber die Aufspaltung der Adenylpyrophosphorsiiure 
durch Knochenphosphatase*. 
Von 


W.L. Liebknecht. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 11, August 1939.) 


Nach Lohmann (1) wird die Adenylpyrophosphorsdiure (Adeno- 
sintriphosphorsaure) durch wasserigen Muskelextrakt in der Weise ab- 
gebaut, daB zunachst unter Abspaltung der beiden leicht hydrolysier- 
baren Phosphorsiuremolekiile Adenylsdure entsteht, die dann durch 
die Adenylsiuredesaminase zu Inosinsiure desaminiert wird. Diese 
Dephosphorylierung der beiden leicht hydrolysierbaren Phosphorsaure- 
molekiile verlauft in frischem Muskelextrakt sehr schnell, wahrend die 
Abspaltung der am C-Atom 5 der Adenylsaéure bzw. Inosinsiure gebun- 
denen Phosphorsaéure durch die Muskelfermente unvergleichlich lang- 
samer erfolgt. Durch Krebsmuskulatur werden die beiden leichthydro- 
lysierbaren Phosphorsiuremolekiile nacheinander unter Zwischenbildung 
von Adenosindiphosphorsaure abgespalten (2), ein Mechanismus, der 
wahrscheinlich auch fiir Wirbeltiermuskulatur gilt. 


Nach Barrenscheen und lachimowitz (3) soll nun die Dephosphory- 
lierung der Adenylpyrophosphorséure durch Knochenphosphatase in 
grundsatzlich anderer Weise erfolgen, indem nur das schwerhydrolysier- 
bare Phosphat abgespalten wird, so daB eine Verbindung entsteht, die 
nur leichthydrolisierbares Phosphat enthalt. Das Ergebnis dieser Ver- 
suche wire mit der von Lohmann (4) aufgestellten Konstitutionsforme! 
der Adenylpyrophosphorsaure nicht vereinbar. Auf Veranlassung und 
unter Leitung von Herrn Lohmann habe ich daher diese Angabe nach- 
gepriift. Sie konnte nicht bestatigt werden. Wie bekannt, wird durch 
die Knochenphosphatase das schwer hydrolysierbare Phosphat der 
Adenylsiure verhaltnismaBig leicht abgespalten, nach unseren Ver- 
suchen bei Adenylpyrophospborsiure aber nur in dem Umfang, wie 
mindestens die doppelte Menge an leichthydrolysierbarem Phosphat 
abgespalten ist. Die vollstandige Dephosphorylierung der Adenylpyro- 
phosphorsaure erfolgt also nur auf der Stufe der Adenylsaiure bzw. 
Inosinsaure. 


7 Di. 
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Dasselbe gilt auch fiir die Dephosphorylierung der Adenosindi- 
phosphorséure, bei der maximal nur so viel schwerhydrolysierbares 
Phosphat abgespalten wurde, wie die gleiche .Menge leichthydrolysier- 
bares Phosphat. Beim Vergleich der Geschwindigkeit der Dephosphory- 
lierung der Adenosindiphosphorséiure und der Adenylsiure wird das 
schwerhydrolysierbare Phosphat der Adenylsiure wesentlich schneller 
abgespalten als in der Adenosindiphosphorsaure. Auch dieses Verhalten 
spricht dafiir, daB das schwerhydrolysierbare Phosphat in den phos- 
phorylierten Adenylsaiuren durch Knochenphosphatase als letztes Mole- 
kil abgetrennt wird. 


Experimenteller Teil. 


Die Versuche (insgesamt 43 mit 9 verschiedenen Fermentpriaparaten 
und 3 verschiedenen Adenylpyrophosphorsiure-Praparaten) wurden haupt- 
sichlich mit dem Extrakt aus den Knochen 3 bis 6 Wochen alter Kaninchen 
ausgefiihrt, der nach der Vorschrift von Martland (5) hergestellt war. Ex- 
trakte aus Kalbsknochen hatten dasselbe Ergebnis, waren aber sehr viel 
weniger wirksam. Es wurden zum Teil die rohen Extrakte sofort verwendet, 
zum Teil Trockenpraparate nach Fallung mit Alkohol und Ather. Die Ent- 
eiweiBung erfolgte mit Trichloressigsiure oder mit Sublimat-HCl] dann, 
wenn mit Trichloressigsdure allein keine klare Lésung erhalten wurde, wie 
zumeist bei den Ferment-Trockenpraparaten. Bei der EnteiweiSung mit 
Salzsiure (wie bei Barrenscheen und Iachimowitz, |. ec.) machten die Trii- 
bungen eine genaue kolorimetrische Phosphorbestimmung unmédglich 
(vgl. Versuch II). Die Pufferung erfolgte mit Veronalpuffer nach M7i- 
chaelis (6). 

In den Tabellenképfen bedeuten ,,7’* das nach 7 Minuten langer 
Hydrolyse in n Salzséure bei 100° (Wasserbad) abgespaltene Phosphat ; 
..V** Gesamtphosphat im enteiweiBten Ansatz nach Veraschung; yh das 


leichthydrolysierbare Phosphat ; AY das schwerhydrolysierbare Phosphat. 


Versuch 1. 

Aufspaltungvon Adenylpyrophosphorsaure mit Trockenferment. 

Versuchsansatz: Je 4,0mg Trockenpulver aus Kaninchenknochen- 
extrakt, suspendiert in 2,0cem Fliissigkeit mit 0,3 ccm Veronalpuffer, 
pu 9,5, Substrat 1,5 mg Adenylpyrophosphorsaéure-P,O;; Temperatur 37°. 
EnteiweiBung mit 7,0cem Sublimat-Salzsaéure. Phosphorbestimmung in 

g I g 

je 1,0 cem entquecksilbertem Filtrat. 








mg P pro Ansatz mg P, 0, als anorgan. P Verhiltnis 
Inkubations- gefunden abgespalten ae: y 
zeit wie dais Saag Dame Gaeee emer Sauna aes | fe a 
Min. anorgan. ig Vv insgesamt = 7, a Pheephats ‘aan 
1 0 0,72 1,70 | 2,23 
2 30 1,18 1,84 0,46 0,38 0,14 2,6 
3 60 , 1,37 1,88 0,65 0,47 0,18 2,6 
4 90 || 1,55 | 1,94 2,23 0,838 | 0,59 0,24 2,5 
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Ergebnis: Wie aus dem Verhaltnis A‘: A! des abgespalten: 
Phosphats (letzte Spalte der Tabelle) hervorgeht, liegt dieser Wert 
iiber 2, d. h. es ist mehr als die doppelte Menge leichthydrolysierbares 
Phosphat abgespalten als schwerhydrolysierbares. 


Versuch 2. 
Aufspaltung von Adenylpyrophosphorsiure mit Rohextraki 
Versuchsansatz: 1,0 ccm Ferment (mit 4 mg Trockensubstanz), 1,5 mg 
Adenylpyrophosphorsaure-P,O;; 2,0 cem Veronalpuffer, px 9,5; Temperatu 
37°. Gesamtvolumen 6,0 ccm. 
A. EnteiweiBt mit HgCl, + HCl. 
B. Enteiwei8t mit dem gleichen Volumen eisgekiihlter 2n HCl. 





mg P.O, pro Ansatz . Verhiiltnis 
Seat mg P.O; gespalten or , 
Inkubations- gefunden at , ay i 


‘ 


win, mae imme 0" | SO cat 

Al 0 0,29 | 1,78 2,27 - 

2 30 1,55 | 1,99 _~ 0,76 0,55 0,21 2,61 

3 60 1,91 | 2,16 1,12 0,74 0,38 1,95 

4 90 2,12 | 2,24 — 1,33 0,87 0,46 1,89 

5 120 2,04 | 2,26 | 2,27 1,45 0,98 0,47 2,09 
Bl 0 0,35 | 1,19 | 1,99 < oe 

2 30 106 1,48 0,71 0,42 0,29 1,45 

3 60 1,29 | 1,67 0,94 0,56 0,38 1,47 

t 90 Lis | 281 1,36 0,74 0,62 1,19 

5 120 1,83 | 1,92 | 1,99 1,48 0,75 0,73 1,03 


_ Ergebnis: In dem mit HgCl,— HCl enteiweiBten Ansatz A, der ci: 
klares Filtrat gab, ist innerhalb der Fehlergrenze mindestens die doppelte 
Menge an leichthydrolysierbarem Phosphat abgespalten wie schwer 
hydrolysierbares. Demgegeniiber liegt das Verhaltnis (7; A! in dem 
nur mit Salzsiure enteiweiBten Ansatz, der ein getriibtes Filtrat gab. 
erheblich niedriger. Dieses Ergebnis aihnelt dem von Barrenscheen und 
lachimowitz (1. c.). Eine einwandfreie Kolorimetrierung ist hier aber 
nicht méglich. Das von Barrenscheen und lachimowitz erhaltene Erge) 
nis diirfte auf diese unvollstindige Enteiwei$ung zurtickzufiihren sein 


Es sei besonders erwahnt, daB auch die Filtrate, die allein mit 
Trichloressigsiure klar erhalten wurden, dasselbe Ergebnis wie die Ver- 
suche 1 und 2A hatten. Hierdurch wird ausgeschlossen, daB etwa da- 
Sublimat [wie z. B. bei der Phosphorbrenztraubensaure (7)] die new 
hypothetische Verbindung aufgespalten hat. 
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> 


Versuch 3. 

Aufspaltung von Adenosindiphosphorsaure und Adenylsaure 

Versuchsansatz: Je 10mg Fermentpulver in 2,0 ccm Losung mit 

0,3cem Veronalpuffer; py 9,5, Temperatur 37°. Zusiatze: 1,5 mg Adeny!l- 
siure-P,0; bzw. Adenosindiphosphorsiaure-P,O,. 





mg P20; pro mg P.O, pro bs pasion 
f Inkuba- Ansatz gefunden Ansatz abgespalten J A Ad 
Bubstrat tionszeit |. a y || des pS ae 
Min, ‘itekt = 7” vo direkt J; J, ” Phosphats 
, 0 0,71 0,71 | 2,79 
2 | Adenyl- | 20 1,63 | 1,63 0,92 
3 | saure | 40 2,02 | 2,02 1,31 
4 ij 80 2,14 | 2,14 | 2,79) 1,43 
5 ‘ 0 0,84 1,97 3,08 
6 | Feel | 29 139 216 0,55 0,36 0,19 1,89 
v | “a | 40 1,98 1,48 1,14 0,63 0,51 1,23 
8 " 80 2,38 2,63 3,08 1,54 0,88 0,66 1,33 


Ergebnis: Auch bei der Aufspaltung der Adenosindiphosphorsaure 
ist das Verhaltnis des abgespaltenen leichthydrolysierbaren Phosphats 
zum schwerhydrolvsierbaren gréBer als 1; d. h. auch hier wird die Adenyl- 
siure in der Adenosindiphosphorsaure erst dann dephosphoryliert, wenn 
das leichthydrolysierbare Phosphat abgespalten ist, obwohl die Adenyl- 
siure selbst sehr schnell dephosphoryliert wird. 


Versuch 4. 
EinfluB der [H'] auf die Aufspaltung von Adenylpyrophosphor- 
siure mit und ohne Mg. 
Versuchsansatz: 1,0ccm Fermentlésung mit 0.2 cem Veronalpuffer. 
Gesamtvolumen 2,0 ccm. Temperatur 37°. Versuche | bis 4 mit 0.5 mg Mg 
als MgCl,; Versuche 5 bis 8 ohne Mg-Zusatz. 








mg P,0; mg P.O, 

Inkubations- abgespalten Inkubations- abgespalten 
zeit va |——— * zeit PH me 

Min. insgesamt —/,' Min. insgesamt J,’ 
1 120 9,9 0,81 0,62 | 5 120 9,9 0,83 0,72 
2 120 9,0 0,78 0,58 | 6 120 9,0 0,74 0,66 
3 120 8,5 0,64 0,51 7 120 8,5 0,62 0,57 
4 120 8.0 0,53 0.46 8 120 8.0 0.40 0,37 


Ergebnis: Auch bei verschiedener [H ] wird immer mehr als die 
doppelte Menge an leichthydrolysierbarem Phosphat abgespalten als 
an schwerhydrolysierbarem. Ein besonderer Zusatz von Mg wirkt (in 
dem nicht Mg-frei gemachten Ferment) bei héherer Alkalinitat schwach 
hemmend. 











100 W. L. Liebknecht: Aufspaltung der Adenylpyrophosphorséure usw. 


Versuch 5. 


Aufspaltung von anorganischem Pyrophosphat. 


Versuchsansatz: Je 8mg Fermentpulver in 3,0 cem Lésung, 1,5 my 
Natrium-Pyrophosphat-P,0,;, davon 0,3ccm Veronalpuffer von py 7,¥, 


Temperatur 30°; 0,5 mg Mg als MgCl,. 








— mg P,O, pro Ansatz ‘gefunden mg P, O;, anorganisches 
—— ——___—___— > P >gnalter 
Min. direkt 7 y Phosphat abgespalten 
1 0 0,55 1,95 1,95 
2 30 0,66 1,96 0,11 | mit Me 
3 90 0,78 1,95 0,23 | we 
4 30 1,17 1,95 0,62 | 
5 90 1142 1195 1,95 0,87 | Ohne Me 


Ergebnis: Die Aufspaltung von anorganischem Pyrophosphat wird 
durch Mg-Zusatz stark gehemmt. 


Zusammenfassung. 


Adenylpyrophosphorsiure wird durch Knochenphosphatase in 
derselben Weise dephosphoryliert wie durch die Phosphatasen des fri- 
schen Muskelextrakts, indem zuerst das leichthydrolysierbare Phosphat 
abgespalten wird und erst dann das am C-Atom 5 der Ribose gebundene 
Phosphat. 

Die Aufspaltung der anorganischen Pyrophosphorsiure durch 
Knochenphosphatase wird durch Mg stark gehemmt, die Abspaltung des 
leichthydrolysierbaren Ferments in der Adenylpyrophosphorsaure im 
alkalischen Gebiet nur schwach. 


Literatur. 
1) K. Lohmann, diese Zeitschr. 271, 264, 1934. — 2) Derselbe, ebenda 
282, 109, 1935. — 3) H. K. Barrenscheen u. Th. Iachimowitz, ebenda 292, 


350, 1937. — 4) K. Lohmann, ebenda 282, 120, 1935. — 5) M. Martland u. 
R. Robison, Biochem. J. 28, 237, 1929. — 6) L. Michaelis, J. biol. Chem. 
87, 33, 1930. — 7) K. Lohmann u. O. Meyerhof, diese Zeitschr. 278, 60, 1934. 
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Untersuchungen iiber die Decarboxylierung 
der Brenztraubensiiure*. 
Von 
W.L. Liebknecht. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 11. August 1939.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Von Auhagen (1) wurde nachgewiesen, daB fiir die Decarboxylierung 
der Brenztraubenséure durch alkalisch ausgewaschene Hefe ein Co- 
Ferment, die Cocarboxylase, notwendig ist, die von Lohmann und 
Schuster (2) aus Bierhefe isoliert und als Aneurindiphosphorsaure identi- 
fiziert wurde. Lohmann und Schuster (2) wiesen darauf hin, daB der 
Gehalt der Backerhefe an Cocarboxylase etwa 10 bis 20mal kleiner ist 
als in Bierhefe. Da die Gairung der lebenden Backerhefe kaum geringer 
ist als die der Bierhefe und da in den Kochsaften mancher Backerhefen 
die Cocarboxylase biologisch iiberhaupt nicht nachzuweisen war, habe 
ich ihr Vorkommen in Backerhefen auf Veranlassung und unter Leitung 
von Herrn Lohmann eingehender untersucht. 

Die Versuche an einer groBen Zahl von Backerhefen ergaben, daB 
der Gehalt der verschiedenen obergirigen Hefen starkt schwankt, und 
zwar zwischen dem vollstandigen Fehlen der Cocarboxylase bis zu 1/4 des 
Gehalts in Bierhefe. Es zeigte sich nun, daB in girender Backerhefe, 
also nur nach Zusatz von Zuckern, nach kurzer Zeit eine starke Syn- 
these an Cocarboxylase einsetzt. 

Diese Synthese beruht nicht nur auf einer Phosphorylierung des 
natiirlicherweise in der Backerhefe vorhandenen Aneurins (3), sondern 
daneben noch auf der Wirkung eines noch nicht naher definierten Fak- 
tors; denn der Aneurinschwund der gairenden Backerhefe steht in keinem 
bestimmten Verhaltnis zur Steigerung der cocarboxylatischen Wirksam- 
keit des Kochsafts. Insbesondere wurde in einigen Versuchen gefunden, 
da8 durch Garung nur sehr geringe Mengen Aneurin verschwanden, 
waihrend die cocarboxylatische Wirkung des Kochsafts im Verhaltnis 
sehr groB war. 

Die Wirkung eines solchen Faktors zeigt sich auch, wenn zu girender 
Backerhefe Aneurin, Gewebskochsafte oder Urin in kleinen Mengen 
zugesetzt sind. Die cocarboxylatische Wirksamkeit der Kochsafte aus 
so behandelten Hefen steigt weit tiber die durch Vergirung mit Zuckern 
allein hervorgerufene Steigerung bis zu etwa !/. der Wirksamkeit in 





*D 11. 
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Bierhefe; bei Vergirung mit kleinen Mengen Aneurin ist die cocar} 
oxylatische Wirkung des Kochsafts doppelt so groB wie der zugesetzten 
Menge Aneurin entsprechen wiirde. 

Ks wurde weiter untersucht, ob mit der Steigerung der Cocarboxy- 
lasesynthese auch eine Steigerung der Garung verbunden war. Sie fand 
sich nur bei Vergirung mit geringen Mengen Urin, wahrend Aneurin 
diesen Effekt nur schwach zeigte. Daher kann angenommen werden. 
daB der die cocarboxylatische Wirkung des Kochsafts steigernde Faktor 
nicht identisch ist mit dem Faktor, der die Garung der Backerhefe er- 
hoht. 

Wahrend Aneurin in alkalisch ausgewaschener Bierhefe allein keinen 
KinfluB auf die Spaltung der Brenztraubensaure hat, wie schon Loh. 
mann und Schuster (2) gezeigt haben, steigert es nach Peters und Ochoa (4) 
die Decarboxylierung in Gegenwart von Cocarboxylase. Nach meinen 
Versuchen wird dieser Effekt aber nicht regelmaBig mit allen Bier- 
trockenhefen gefunden. Es handelt sich also auch hier offenbar um die 
Wirkungen irgendeines Faktors, der aus manchen Hefen leichter, aus 
anderen nur schwer oder gar nicht zu entfernen ist. Auch hier findet 
nicht nur eine Synthese des Aneurins zu Cocarboxylase statt, ganz wie 
in einem Teil der Versuche bei der Zunahme der cocarboxylatischen 
Wirksamkeit in girender Backerhefe, da eine Abnahme des Aneurins 
nicht festzustellen ist. AuBerdem wirken auch Gewebskochsifte und in 
manchen Fallen Urin in derselben Weise, deren Gehalt an Aneurin viel 
zu gering ist. 

Experimenteller Teil. 
Methodik. 


Zur Wirksamkeitsbestimmung der Cocarboxylase wurde die Versuchs- 
anordnung von Lohmann und Schuster (2) angewandt. 1g getrocknete 
Bierhefe wird zweimal mit je 50cem alkalischer Phosphatlésung etwa 
8 Min. und einmal kurz mit 50 ccm dest. Wasser zur Entfernung der Co- 
carboxylase gewaschen und dann in 10cem Phosphatpuffer von px 6,2 
suspendiert. 

Versuchsansitze zur manometrischen Messung nach Warburg: Im Trog 
des GefaiBes 0,4 ccm Zusitze und 1,0 cem der Hefesuspension; im Anhang 
0,3cem einer Mg-haltigen Na-pyruvinatlésung mit 5,5 mg Brenztrauben- 
saure. 

Cocarboxylase wurde in Form der reinen kristallisierten Cocarboxylase 
bzw. als Fraktion mit 2% wirksamer Substanz verwendet. 

Die Aneurinbestimmung erfolgte durch Oxydation in alkalische: 
Lésung mit Ferricyankalium. 1,0cem Kochsaft wurde mit 0,3. cem 10 %ige1 
Ferricyankaliumlésung + 1,0 cem 15% iger Natronlauge 2 Min. aus- 
geschiittelt. Das Thiochrom wurde dann 2 Min. mit 10 cem Isobuty!- 
alkohol geschiittelt und 5cem des klar abzentrifugierten Isobutylalkoho!s 
in gleichen Glasern mit planem Boden vor der Quarzlampe verglichen. 
Wegen der Anwesenheit anderer fluoreszierender Stoffe wurden die ver- 
schiedenen Hefekochséfte untereinander nach der Oxydation verglichen 
und der Unterschied im Thiochromgehalt durch Hinzufiigen von thiochrom 
haltigem Isobutylalkohol ausgeglichen und bestimmt. 








mit 
d. | 
des 
vor 
(20 
lick 
ist 

Ko 
ver 
nat 
vel 
Ba 
(Ts 


Ta 


n 








Decarboxylierung der Brenztraubensiure. 103 


1. Steigerung der cocarboxylatischen Wirksamkeit 

durch Vergarung mit Zuckern. 

Werden 4¢ Bickerhefe in 7 ccm Leitungswasser suspendiert und 
mit 1,0 cem einer 20°,igen Glucose- oder Saccharoselésung ,,schnell*, 
d. h. in etwa 60 Minuten vergoren, so ist die cocarboxylatische Wirkung 
des Kochsafts etwa doppelt so gro wie die des Kochsafts aus unver- 
yorener Backerhefe. Bei ,,.langsamer*: Vergiirung, etwa tiber 7 Stunden 
(20 ¢ Hefe in 40 ccm Leitungswasser suspendiert und dreiviertelstiind- 
lich mit 1,0cem einer 20 °,igen Glucoselésung versetzt, insgesamt 2 g), 
ist der Unterschied im Gehalt an Cocarboxylase zwischen natiirlichem 
Kochsaft (aus unvergorener Hefe) und Kochsaft aus vergorener Hefe 
geringer. Bei verschiedenen Hefen ist der Gehalt an Cocarboxylase im 
natiirlichen Kochsaft wie nach der Steigering durch Vergirung sehr 
verschieden. Die Steigerung der cocarboxylatischen Wirksamkeit der 
Backerhefe durch Vergarung ist schon nach 30 Minuten vollstandig 


(Tabelle I). 


Tabelle I. Synthese der Cocarboxylase in girenden Backerhefen. 





Versuchsdauer 


10 Min. | 20 Min. 30 Min. 





in cmm CO, 


Fe PORN RRORD e555 tent. we we late seed aca shee 10 17 21 
b) mit 0,3 cem Kochsaft aus Backerhefe II, unvergoren 14 25 33 
Siw Ul oA - Me IT, 60 Min. ver- 

OR SATE COONS od oie seek Ci hs. cose Va weeees 24 49 71 
d) mit 0,3 cem Kochsaft aus Backerhefe II, 60 Min. ver- 

goren mit Saccharose ...................2-5- 16 39 63 
e) mit 0,3 cem Kochsaft aus Backerhefe II, 7 Std. ver- 

goren mit Saccharose ................00e005: 13 25 44 

Ae I IDE 5 hg oe cas Eula tly Belek eenw aeons 4 9 15 
b) mit 0,4 cem Kochsaft aus Backerhefe II, unvergoren 73 154 | 269 
c) ” 0,4 ” ” ” ” II, 30 Min. ver- 

STO WHE GIMOONO os ices e ce ceveesehaeeeen 154 | 328 | 382 
d) mit 0,4ccm Kochsaft aus Backerhefe II, 60 Min. 
WETMOreh Wik) GIMCOS. ...0.0. 6b. cocci vccccsecs 170 | 324 381 

RE PND aca ack ek cht Nk  cwneaeeoweees 8 14 25 
b) mit 0,4 cem Kochsaft aus Backerhefe I, unvergoren 33 60 88 
c) » 0,4 4, * ee ve I, 30 Min. ver- 

MURUNE MEIN CUOOORD hg. oc 5 eck cee tees ecbecuass 78 138 198 
d) mit 0,4 com Kochsaft aus Backerhefe I, 60 Min. ver- 
goren mit Glucose ............. ee ee 64 109 156 


Aus der Tabelle ist zu ersehen, daB die Vergiirung mit Glucose iiber 
60 Min. die giinstigere ist (Versuch 1). Der Cocarboxylasegehalt der un- 
vergorenen Hefen und die Steigerung durch Vergarung ist sehr verschieden. 
Der Cocarboxylasegehalt ist bei den im Sommer eingekauften Hefen (Ver- 
such 1) geringer als bei den im Winter eingekauften. 


Bei der Vergirung nimmt die Menge des chemisch bestimmten 
Aneurins ab. Der quantitative Vergleich zwischen Abnahme des Aneu- 
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rins und Zunahme der cocarboxylatischen Wirkung ergab in dem in 
Tabelle If wiedergegebenen Versuch, daB das bei der Vergarung ver. 
schwundene Aneurin zu Cocarboxylase phosphoryliert worden ist. Diese 
Ubereinstimmung wurde aber nicht immer gefunden. 


Tabelle II. Steigerung der cocarboxylatischen Wirkung und 
Abnahme des chemisch bestimmten Aneurins durch Garung. 
bezogen auf 1,0g Backerhefe. 
ly Cocarboxylase (= 70emm CO,) = 0,66 y Aneurin. Garzeit 55 Min.., 
Te 290 
emp. 32°. 





— y Cocarboxylase ; emise 
jStelgerung 7 is Aneurin  bestimmtes 
2 berechnet Aneurin 
a) mit 0,4 ccm Kochsaft aus Hefe I, 
GME ooh. sabe bees ¥en> 750 ih 10,0 
b) mit 0,4 cem Kochsaft aus Hefe I, 
Se ae a 1275 12,0 6,0 


In der alkalisch ausgewaschenen Bierhefe, in der das Apoferment 
Carboxylase mit der Cocarboxylase die Decarboxylierung der Brenz- 
traubensaure bewirkt, ist nach zweimaligem Waschen mit alkalischem 
Phosphat kein Aneurin mehr nachzuweisen. Damit wird ausgeschlossen, 
dafS Aneurin im Thermostaten wahrend der Messung der Cocarboxylase 
vielleicht phosphoryliert wird und ein falsches Ergebnis vortaéuscht 
Nach zweimaligem Waschen mit saurem Phosphat (px 4,5) und Tri. 
chloressigsiure kann das Vitamin ebenfalls nicht mehr nachgewiesen 
werden, wahrend das Auswaschen mit einem Phosphatgemisch von 
pu7,0 oder py 6,2 nicht geniigt, um: das Aneurin vollstaindig aus den 
Hefezellen herauszulésen (Tabelle III). 


Tabelle III. Aneuringehalt in ausgewaschener Hefe. 
Ansatz: Je 1,0g Hefe wurde zweimal mit 50cem Waschfliissigkeit 
8 Min. bei 24° und einmal kurz mit dest. Wasser gewaschen und dann in 
10,0 cem dest. Wasser suspendiert. 
Gehalt an Aneurin pro g Hefe in y. 





Waschfliissigkeit 





Nicht 
, | ‘ taithe 
Bierhefe Phosphat Pbosphat | Phosphet Phosphat Bla aS. 
Pu 8.2 Pu 70 Pa 6.2 Pu 4° essigsiiure 
A, Suspension . 0 10 0 0 0 0 
A, Kochsaft ... 0 30 10 0 0 50 


2. Steigerung der cocarboxylatischen Wirksamkeit 
bei der Garung durch andere Zusiatze. 
Wird zu girender Biackerhefe Aneurin zugesetzt, so ist der Gehalt 
an Cocarboxylase im Kochsaft der mit Aneurin vergorenen Hefe héher 
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als ohne Aneurinzusatz. Die Zunahme der Wirksamkeit des Kochsafts 
ist abhangig von der Menge des zur girenden Hefe zugesetzten Aneurins. 
Sie entspricht z. B. bei einer Vergiarung mit einem Zusatz von ly 
Aneurin 1,5 bis 4 y Cocarboxylase (berechnet als Aneurin), bei 5 bis 10 y 
je nach der Hefe einer nahezu vollstandigen Phosphorylierung; bei 
Mengen tiber 10 y Aneurin fallt die Cocarboxylasesynthese prozentual 
stark ab. Bemerkenswert ist also, daB bei einem Zusatz von kleinen 




















03 XO 8 70 80 240 KY 
Aneurin 

Abb. 1. Steigerung der cocarboxylatischen Wirksamkeit des Kochsaftes durch Zusatz von steigenden 
Mengen Aneurin. Giirzeit 40 Minuten. 

Pro Ansatz: 2 ¢ Hefe mit 5,0 ccm Zusiitzen, davon 0,5 ccm 10 %ige Glucoselésung. Pro Kochsaft 

auf 1,0g@ Hefe 1,0ccem Wasser. Zum Versuch 0,2 eem Kochsaft (Versuch 93), 1 y Cocarboxylase 

= 65emm CO, nach 40 Minuten. 














#0 
emm 
IO0}- 
Abb. 2. Steigerung der cocarboxylatischen Wirk- 
samkeit des Kochsaftes in Abhiingigkeit von der 
250 Zeit der Vergiirung. 
Kurve 1. Hefe mit Glucose vergoren. 
< » 2. Hefe mit Glucose und 5 y Aneurin 
= w vergoren. 
2 3. Hefe mit Glucose und 300 y Aneurin 
3 vergoren. 
a 160 Ansatz. Prog Hefe 5 y Aneurin, 50 mg Glucose in 
S 3,0 ccm Wasser suspendiert. Kochsaft mit 1,0 eem 
Wasser. 
700) Kurve Lund 2. Steigerung mit 0,4 ccm Kochsaft. 
»  3& Steigerung mit 0,2 cem Kochsaft, 
Kochsaft aus 1,0 g Hefe in 2,0 cem Wasser. 
SO 1 y Cocarboxylase = 65 emm CO, nach 40 Minuten. 
OS 





Mengen Aneurin zu garender Backerhefe nicht nur eine Wirksamkeits- 
steigerung des Kochsafts stattfindet, die dem zugesetzten Aneurin ent- 
spricht, sondern da sie mehrfach gr6éBer sein kann (Tabelle LV und V, 
Abb. 1). Die Wirksamkeitssteigerung bei der Vergarung mit Aneurin 
ist, wie bei der Garung allein, nach 30 bis 40 Minuten optimal (Abb. 2). 
Zu giirender Hefe von auBen zugesetzte Cocarboxylase wird gréBtenteils 


zerstort. 
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Tabelle LV. Steigerung der Decarboxylierung der Brenztrauben 
siure durch Kochsaft aus mit steigenden Mengen Aneuri: 
vergorener Backerhefe nach 40 Min. Garzeit. 

Ansiitze: 2g Hefe suspendiert in 5,0cem Zusiétzen, davon 1,0 cer 
10 %ige Glucoselésung. Herstellung des Kochsaftes mit 1,0 ccm dest 
Wasser pro g Hefe (Versuch 93). 1 y Cocarboxylase = 65emm CO 
Versuchsdauer 40 Min. 





emm CO, 


I RN essa ite ae an aa tre cata led ong 47 
2. Mit 0,2cem Kochsaft aus Backerhefe I, unvergoren ....... 78 
S. 5 Ge ow an ms a a 105 
4. ,, 0,2cem Kochsaft aus Backerhefe I, vergoren mit 3 7 

PE icc eke Se aw CRA Oe ed OO OE ae ba EES RS 134 
5. ,, 0,2cem Kochsaft aus Backerhefe I, vergoren mit 30 y 

UE sc kicicr S%pccu Fine wcll peace nanite ke pn ernie a a ih tins es lochs Ee 193 
6. ,, 0,2ecem Kochsaft aus Backerhefe I, vergoren mit 60 7 

INI 65s NS oh -ER oe he OO LR Os 208 
7. 4, 0,2cem Kochsaft aus Baickerhefe I, vergoren mit 300 » 

eS Ee en ren as, casted ech w arahe-arniig igs 240 
8. ,, 0,2cem Kochsaft aus Backerhefe I, vergoren mit 600 y 

UNI 65 hy 6 5) raven len ae wiitek ANCL wnoie tle cup chip Wisk som © 295 
9.  ,, 0,2 cem Kochsaft aus Backerhefe I, vergoren mit 1,0 mg 

IRN sitar situa Gao Gis area Rwleis bene ieee beta: 356 


Tabelle V. Steigerung der cocarboxylatischen Wirksamkeit ver 
schiedener Biackerhefen durch Vergéirung mit kleinen Mengen 
Aneurin und Glucose tiber 50 Min. 

Ein Ansatz bestand aus 2g Hefe und 6,0ccm Zusiatzen, davon 0,5 ccm 
20 %iger Glucoselésung. Der Kochsaft wurde mit der doppelten Menge 
(4,0 cem) dest. Wasser hergestellt. 1,0ccm Kochsaft enthalt also !/, des zu- 
gesetzten Aneurins (Versuch 48) in emm COQO,. 





Versuchsdauer 


20 Min. 40 Min 


5, MORRO CORINNS 5s eH iAH Chines nese sia cevers pees 9 16 
B.A PTR 6 disk 6.5 5 6 RA Swe ioe bs eis View ese « 164 = 350 
3. 0,4cem Kochsaft aus Backerhefe II, unvergoren ............. 54 93 
4.04 ,, ‘a “s os RE WORMONON i voc cae oases 83 158 
6, 64 ., ‘ “ - II, ne mit 0,2 y Aneurin 79 141 
6 04; od os i II, ee » 10 = 101 188 
a OA re 6 és II, ne » 50y Bes 124 250 
8. 0,4 ,, ee ne re TET, WMVOT@OROR . 6.5 wee kes 14 27 
9. 04 ., mi a - BIE, VOUROn 6. kas de bee ee 83 162 
16/04 3 + - 5 III, - mit0,2 y Aneurin 84 161 
DA ss ee i - Ill, * » Ley z= 87 175 
3. O80 ms os 9 III, * » BY ee 105 201 


Bei der Untersuchung anderer Stoffe wurde die gleiche Wirkung 
wie bei Vergérung mit Aneurin auch mit Kochsaéften aus Kaninchen- 
organen, mit Urin und mit Speichel gefunden. Die Kochsafte aus Or- 
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vanen wurden durch feines Zerschneiden und kurzes Erhitzen (4 Mi- 
nuten) mit dem gleichen Volumen dest. Wassers im siedenden Wasserbad 
hergestellt. Zum Garansatz wurden 2 g¢ Hefe in 3,0 com Leitungswasser 
<uspendiert, 0.4 cem des Gewebskochsafts upd 1,0 ccm einer 20 °,igen 
Glucoselésung zugesetzt. Die Kochsifte aus dieser mit Gewebskoch- 
saften vergorenen Hefe wurden mit dem gleichen Volumen dest. Wassers 
erhalten. Es wurde in mehreren Versuchen gefunden, da 0,4 eem 
frischer Gewebskochsaft (gleich 0,2 g Gewebe) etwa die gleiche Wir- 
kung auf die Vermehrung der cocarboxylatischen Wirksamkeit des 
Kochsafts aus vergorener Hefe hatten wie 3y Aneurin. Die verschie- 
denen Gewebe hatten etwa dieselbe Wirksamkeit (Tabelle VI). Hier 
handelt es sich sicher nicht ausschlieBlich um eine Phosphorylierung 
von Gewebe-Aneurin, insbesondere da dieser Faktor im Gegensatz zur 
Cocarboxylase langere Zeit in den Kochsaften bestandig ist. 


Tabelle VI. Vergérung von Gewebskochsaften in Backerhefen 
(Versuch 52). Steigerung in emm CQO,. 
Ansatze: 2g Hefe + 0,5 ccm 20 %ige Glucoselésung. Gesamtvolumen 
6,0cem. Kochsaft mit 4cem Aqua dest. Garzeit 50 Min. Versuchsdauer 
30 Min. 





emm CO, 


EE MEI, bea gl Si eka ac aa ue-aee woe ee Haak Ce 55 
2. 0,4ccm Kochsaft aus Backerhefe II, unvergoren ......... 61 
a G4 ,, . # Ze EX, WOUQOEON % csccccccee 72 
4. 04 ,, > na re II, ws mit 3,0 y 

fo) ee oe ee eee ern eee erence 12 
5. 0.4 ,,  Kochsaft aus Backerhefe II, vergoren mit 0,4 ccm 

MOGMEEY GUE ROOD ooo aids os eds caoc bees cee ee 119 
6. 04 ,,. Kochsaft aus Backerhefe II, vergoren mit 0,4 cem 

Kochsaft aus Herz ........ ee eee eee 128 
7. O04 ,, Kochsaft aus Backerhefe II, vergoren mit 0,4 ccm 

ne ere rier 129 
8. 04 .. Kochsaft aus Backerhefe II, vergoren mit 0,4 ccm 

ML OGMMMEY GOS TAGMEOD’. csc c ic cewek cceneces 123 


Auch der Zusatz von Urin in geringen Mengen zu garender Backerhefe 
kann die cocarboxylatische Wirkung betrichtlich steigern, doch ist die 
steigernde Wirkung des Urins sehr wechselnd; sie war dann am starksten, 
wenn die cocarboxylatische Wirkung des Kochsaftes auch nach der Ver- 
garung gering war (vgl. Versuch A, Tabelle VII). 

Aneurinderivate, in denen das Methyl des Thiazolanteils bzw. des 
Pyrimidinanteils durch eine Athylgruppe ersetzt war — diese Priparate 
wurden von Herrn Prof. Hérlein Herrn Prof. Dr. K. Lohmann zur Ver- 
fiigung gestellt — bewirkten in gérender Backerhefe etwa ein Drittel der 
Steigerung, die durch eine entsprechende Menge Aneurin hervorgerufen 
wurde. Allein waren der Thiazol- wie auch der Pyrimidinanteil des Aneurins 
nicht wirksam, im Gegensatz zu manchen Protozoen, z. B. Acanthamoeba 
castellanii (5). 
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Tabelle VII. Vergarung von Zucker mit Urin durch Backerhef+ 


(Versuch 52, 57). 
Ansitze: 2g Hefe + 0,5cem 20° ige Glucose; Gesamtvolumen 8,0 ccm 
Kochsaft in 4cem dest. Wasser. Versuchsdauer 30 Min. 





emm CO, 

i I ea ae beets shee cara et cs Mate tees na 55 

2. Mit 0,4cem Kochsaft aus Backerhefe I, unvergoren..... 61 

Bs, gp ms és a I, vergoren ..... 72 
i S eS ie me Zs I, vergoren mit 

a bs i aaa CSE pal ee bye es enh OL Se eS te eee 169 

AB SS AO ons Seis Reduces ee ced Feelin eee 21 

2. Mit 0,4ceem Kochsaft aus Backerhefe II, unvergoren ... 27 

ce. aa és * = II, vergoren ..... 147 
a: 5 ORs 53 a is II, vergoren mit 

Ch i TE i PRS ce ee ee ER eS 198 


Der Aneurinbedarf wird in der allgemeinen Ernahrung nicht imme: 
gedeckt, besonders nicht bei vorwiegender Kohlenhydratkost, im Wachs 
tumsalter und in der Graviditat (6). Die Hauptquelle des Vitamin B, 
Bedarfs ist das Brot [wenn das Korn nicht mehr als zu etwa 90 % aus 
gemahlen ist (7)|, dessen Gehalt an Vitamin zusatzlich durch eine vitamin 
reiche Hefe erhéht werden kénnte, da der Zusatz der Hefe zum Brot etwa 
1,5 bis 2 % betragt. Der Vitamin B,-Gehalt der Hefe kann aber nur dann 
erhéht werden, wenn die Hefe in aneurinreichen Garfliissigkeiten wéchst. 
Allein durch Garung, z. B. in unvergorener Bierwiirze oder in cocarboxylase 
freiem Bierhefekochsaft, wird kein Aneurin von der Hefe aufgenommen. 


3. EinfluB von Aneurin und Urin auf die Atmung und 
Garung der Backerhefe. 


Da offenbar Aneurin, Urin und Gewebskochsafte die Vorgange in de! 
Hefe wahrend der Garung beeinflussen, wurde die Wirkung von Aneurin 
und Urin auf die Atmung und Garung der Hefezellen untersucht. Die 
Atmung wurde durch beide Stoffe und auch durch Cocarboxylase nicht 
beeinfluBt. Auch konnte kein Einflu8 auf die Garung aus Zucker durch 
Aneurin und Cocarboxylase beobachtet werden. Die Versuchsergebnisse 
von Schultz, Atkin und Frey (8), wonach die Girung der Backerhefe durch: 
Aneurin so beeinfluBt wird, daB sie zu einer quantitativen Bestimmung de-~ 
Aneurins ausgewertet werden kann, sind, wie durch eine inzwischen er 
schienene Arbeit von K. Heyns (9) bestatigt wird, nur mit einer speziellen 
Hefe zu erhalten. 

Urin kann dagegen, wie bekannt, die Garung sehr stark steigern. 

Ansitze: Im Trog 5,0 mg Glucose in Lésung, Puffer von px 6,2 und 
Zusatze, im Anhang 0,3 ccm einer Backerhefesuspension mit 2,0 mg Hefe. 
Die Geschwindigkeit der Garung wird schon durch 0,2 cem Urin um das 
Vierfache gesteigert; auch wird mit Urin mehr Glucose vergoren als ohne 
Urinzusatz. Durch Urin werden aiso der Hefe Stoffe zugefiihrt, die die Ver- 
gairung von Glucose vollstiéndiger und schneller vor sich gehen lassen und 
auch das Wachstum beeinflussen (Tabelle VIII). 
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Tabelle VILL. Beeinflussung der Garung durch Aneurin und Urin. 
Anaerob mit Stickstoff-Kohlensauregemisch (Versuch 76). 





Girdauer 
60 Min. 120 Min. 180 Min. 


cmm COs 


Re eS re eee reer er nee 0 11 11 
SERENE Sg oiecce Veen e nee CK mae eg eareien 56 114 163 
ae oe a mnt OF Ane ... 26 cc ca es 55 120 166 
oe “ s 1.0 Le rr eee ee 63 138 196 
&. & 5 “ » 100 SS gor aot ahr aTny a 64 143 199 
Go, cf ~ G@eéom Ue... 6505005. 108 298 602 
4: es = oe el = Pra Pee e 110 310 637 
. £4 si U2 - a en ee 110 317 652 


4. Steigerung der Decarboxylierung der Brenztraubensaure 
durch Aneurin, Urin und Gewebskochsafte in Gegenwart 
von Cocarboxylase. 

Die Wirkung der Cocarboxylase kann durch verschiedene Faktoren 
gesteigert werden. Schon Peters und Ochoa (4) hatten gefunden, daB 
Aneurin in Gegenwart von Cocarboxylase die Decarboxylierung steigert, 
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Abb. 3. Steigerung der Decarboxylierung der Brenztraubensiure durch Aneurin in Gegenwart von 
Cocarboxylase in alkalisch ausgewaschener Bierhefe. 
Ansiitze. Im Trog 1,0 ccm Hefesuspension (als letztes zugegeben) und 0,4 cem Zusiétze, davon 2 3 
Cocarboxylase. Anhang wie iiblich beschickt. Versuchsdauer 40 Minuten. 
I. 2 Versuche mit Bierhefe AX und B® vom 13. V.1938 gestrichelt 
8. VI. 1938 ausgezogen (Versuch 53, 67) 


mn. Ss re ~ ee AX ,, E® ,, 12. 1X.1938 gestrichelt 

. 14. X. 1988 ausgezogen (Versuch &&, 89) 
Il. 2 “ me ‘s BX ,, D® ,, 14. V.1938 gestrichelt 

» 27. V.1938 ausgezogen (Versuch 54, 63) 
ee = - 7” Cc » Il. V. 1938 gestrichelt 


. 16. V.1938 ausgezogen (Versuch 66, 55) 
Auswaschzeiten. Gestrichelte Kurve C 2 bis 3 Minuten linger ausgewaschen, bzw. bei hoherer 
Temperatur (30° statt 28°) als ausgezogene Kurve C. 
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obwohl es allein unwirksam ist. Nach unseren Versuchen hangt diese: 
Effekt von der Art des Auswaschens ab (Abb. 3); denn in stark ans 
gewaschenen Hefen ist Aneurin auch in Gegenwart von Cocarboxylas 
unwirksam. Seine steigernde Wirkung hangt also nur mittelbar mit de: 
Decarboxylierung der Brenztraubensiure zusammen. Ahnlich verhalte; 
sich auch Urin und Gewebskochsafte. Besonders eingehend wurde de: 
Einflu8 des Urins untersucht. Verschiedene Trockenhefen (alle Miin 
chener Loéwenbrauhefe, Stamm RS, aber zu verschiedenen Zeiten be 
zogen, jedoch in derselben Weise getrocknet) zeigten ebenso wie bein 
Aneurin einen verschiedenen Effekt. Z. B. steigerten in demselben 
Versuch 0,01 cem des gleichen Urins bei der einen Hefe um 16 cmn 
CO,, bei einem vollig gleich ausgewaschenen anderen Hefetrocken 
praparat um 52cmm; bei zwei verschiedenen Urinen (je 0,01 emm Uri 
von jungen gesunden Mannern) betrug die Steigerung bei demsel be: 
Cocarboxylasepriparat 11 und 27cemm CO,. Besonders groB sind 
auch die Unterschiede in der steigernden Wirkung der Gewebskoch.- 
sifte bei verschiedenen Hefen (vgl. Tabelle IX). Urin und Gewebs- 
kochsafte verhalten sich also bei der Decarboxylierung der Brenz 
traubensiure wie in girender Backerhefe. 

Tabelle IX. Steigerung der Decarboxylierung der Brenztrauben 
sdure in alkalisch ausgewaschener Bierhefe durch Urin und 
Gewebskochsafte in Gegenwart von Cocarboxylase. 

(Die Spaltung durch Cocarboxylase allein ist abgezogen.) Versuchsdaue: 
40 Min. 

Ansitze: Im Trog 1,0 cem Hefesuspension, 27 Cocarboxylase, 0,3 ecm 


‘ 


Zusitze. Anhang wie tiblich beschickt. 





0,003 0,01 0,03 0,1 0.3 Je 0,3cem Kodchsaft aus ‘Bemer 
Datum hefe ccm cem ccm om | «mn ——— cae 25 soe a 
~_ Urin Urin  Urin  Urin | Urin || Herz Niere | Leber Muskel a 
Versuch | c 58 | 81 
56 || B 46 | 50 
ob | 
9 y | 
Foodie |e} 11] 1 | 82 | 681 40 2 ver 
r 7 27 , Q| « schiede tir 
61 | Kk 0 27 46 83 | 79 Brine 
25. V 
vorwwcn|| EB 15 | 16 62 | 120 | 
comment D| 86 | 52 | 76 | 182 
62 | 2 2 
9. VI. | B 31 25 25 10 Kochsatt 
Versuch K 214| 237 | 163 184 frisch 
68 p= 
Versuch || B | 85) 101] 98 a7 | Reta 
69 | E | 274 | 282 | 226 | 287 | hei oo¢ 


Andere Zusatze, wie Ascorbinsiure, Lactoflavin, Glucose, Adenvy! 
pyrophosphorsiure usw. hatten dagegen keinen EinfluB auf die De 
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arboxylierung der Brenztraubensaure in Gegenwart von Cocarboxylase 
in alkalisch ausgewaschener Bierhefe. 

Peters und Ochoa (4) haben die Steigerung der Decarboxylierung 
in Gegenwart von Cocarboxylase zu einer quantitativen Bestimmung 
des Aneurins in Gewebsausziigen benutzt. Offenbar ist dieser Effekt 
aber unspezifisch, da, wie gerade aus den Urinversuchen hervorgeht. 
nicht allein Aneurin in dieser Weise wirkt; die angegebenen Steige- 
rungen werden mit Aneurin erst in Mengen der GréBenordnung | + 
gefunden. Die Methode ist also ungeeignet. 


Zusammenfassung. 


1. Der Gehalt der Backerhefen an Cocarboxylase ist sehr verschie- 
den. Durch Vergérung mit Zuckern, insbesondere in Anwesenheit von 
geringen Mengen Aneurin, Urin oder Gewebskochsaften, wird die co- 
carboxylatische Wirkung der aus diesen Hefen hergestellten Kochsifte 
gesteigert. An dem Zustandekommen dieses Effekts ist meben einer 
Phosphorylierung des hefeeigenen Aneurins noch in wesentlichem MaB 
ein verhaltnismaBig weitverbreitet vorkommender Faktor bet: :_t. 

2. Die Decarboxylierung der Brenztraubenséure in a!) J. avus- 
gewaschener Bierhefe wird in Gegenwart von Cocarboxylase ebenso wie 
durch Aneurin (4) auch durch Gewebskochsafte gesteigert. Mit Urin 
wurden in diesen Fallen ganz unregelmabige Werte erhalter, die in 
manchen Fallen eine ganz ungewohnt hohe Steigerung der carboxy- 
latischen Wirkung ergaben. Fiir gewohnlich ist die Steigerung nicht 
spezifisch fiir Aneurin und Cocarboxylase, so daB eine Bestimmung 
dieser beiden Verbindungen in Gewebsextrakten auf diese Weise nicht 
allgemein, sondern nur mit besonderen Hefen mdéglich ist. 


Literatur. 

1) E. Auhagen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 109, 1931; diese Zeitschr. 
258, 330, 1933. — 2) K. Lohmann u. Ph. Schuster, diese Zeitschr. 294, 
188, 1937. — 3) Vgl. H. Tauber, Enz. 2, 171, 19388. — 4) S. Ochoa u. 
R. A. Peters, Biochem. J. 32, 1501, 19388. — 5) A. Wolff, C. r. Soe. Biol. 
128, 455, 1938. — 6) W. Stepp, J. Kiihnau, H. Schroeder, Die Vitamine 
und ihre klinische Anwendung, 2. Auflage, 1937, S. 49. — 7) A. Scheunert, 
Der Vitamingehalt der deutschen Nahrungsmittel, Teil 2, 8S. 15. Berlin, 
Julius Springer, 1930. — 8) A. Schultz, L. Atkin, C. N. Frey, J. Amer. 
chem. Soc. 59, 2457, 1987. — 9) K. Heyns, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
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Die Lichtausbeute bei der Kohlensiiureassimilation. 
Von 
H. J. Eichhoff. 
(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitat Freiburg i. Bi 
(Eingegangen am 23. August 1939.) 
Mit 6 Abbildungen im Text. 


I. Problemstellung. 


Die Messung der Ausbeute an strahlender Energie bei der Assimila- 
tion der Kohlensaure in den griinen Pflanzen ist seit langem der Gegen- 
stand zahlreicher Untersuchungen gewesen. 


Aus den alteren, mehr qualitativen Arbeiten von Draper!, Pfeffer, 
Engelmann3 und Timiriazeff4 hat sich ergeben, daB die Assimilation im 
ganzen sichtbaren Spektrum vor sich geht und daB sie zwei Maxima 
der Wirkung — im Rot und im Blau — besitzt. Ursprung® stellte fest, 
daB eine weitgehende Parallelitat zwischen Absorption und Assimilation 
besteht und daB auch im nahen Ultrarot Assimilationstatigkeit statt- 
findet. Miiller®, Detlevson?, Pfeffer’, Brown und Escombe%, Sachs 
und Puriewitsch™ versuchten den Ausnutzungsfaktor der Lichtenergie 
fiir weiBes Licht zu bestimmen, indem sie einerseits die aufgestrahlte 
Lichtmenge und andrerseits die von den Pflanzen assimilierte Kohlen- 
siuremenge maBen. Da bei diesen Versuchen, die zumeist mit einzelnen 
Laubblattern ausgefiihrt wurden, die Lichtabsorption der Blatter als 
Unbekannte in die Berechnung der Ausbeute hineinspielte, versuchten 
sie auch zum Teil diese Absorption abzuschitzen. Wegen der ver- 
wickelten Absorptions- und Streuungsverhaltnisse diirfte aber diesen 
letzteren Messungen keine besondere Exaktheit zuzusprechen sein. 
Neuerdings bestimmten Noddack und Komor! die Energieausnutzung 
unter natiirlichen Bedingungen an Rasenflachen und Kulturpflanzen 
und fanden eine Ausbeute der aufgestrahlten Sonnenenergie von 
0,4 bis 2,6%. 


' Draper, Ann. Chim. et Phys. (3) 11, 214, 1844. — ? Pfeffer, Arb. des 
bot. Inst. in Wiirzburg, 1, 1, Leipzig, 1874. — * Engelmann, Bot. Ztg. 39, 
441, 1881; 42, 81, 1884. — 4 Timiriazeff, C. r. Acad. Se. 110, 1346, 1890. - 
> Urpsrung, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 86, 73, 1918. — ® Miiller, Bot. Unter 
suchungen, 1, 332, 1876. — 7 Detlevson, Arb. d. bot. Inst. in Wiirzburg 
3, 534, 1888, — * Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 332, 1897. — * Brown u. 
Escombe, Proc. Roy. Soc. Ser. B. 76, 29, 1903. — ™ Sachs, Arb. d. bot. 
Inst. in Wiirzburg 3, 23, 1884. — ' Puriewitsch, Jahrb. wiss. Botan. 538, 
210, 1914. — !* Noddack u. Komor, Angew. Chem. 50, 271, 1937. 





Lichtausbeute bei der Kohlensaéureassimilation. 113 


Die ausgedehntesten und exaktesten Untersuchungen iiber die 
spektrale Lichtausbeute an Algen wurden von Warburg und Negelein! 
ausgefiihrt. Sie arbeiteten in vier NSpektralgebieten im Rot, Gelb, 
Griin und Blau. Aus ihren Messungen ergibt sich bei kleinen Licht- 
stirken eine maximale Ausbeute der strahlenden Energie im Rot von 
etwa 70%. Die theoretisch besonders interessante Umrechnung auf die 
Quantenausbeute ergab 3,5 bis 5,5 Quanten pro Elementarproze der 
Assimilationsreaktion. In den letzten Jahren wurde der spektrale 
Verlauf der Assimilation von Dastur und Mitarbeitern? studiert. Burns’ 
fand bei Versuchen an Rottannen und Foéhren, dab pro Elementar- 
reaktion 5 bis 12 Ay zur Reduktion einer CQ ,-Molekel verbraucht 
werden. Manning, Stauffer, Duggar und Daniels* stellten an Griinalgen 
fest, daB fiir die gleiche Reaktion etwa 20 Quanten notwendig sind. 


Uberblickt man die bisherigen Versuche zur Bestimmung der Licht- 
ausbeute, so ergibt sich, daB die sicherste Grundlage zweifellos die 
Versuche von Warburg und Negelein bilden. Aber auch diesen Versuchen 
haften noch gewisse Mangel an: Warburg und Negelein fiihrten ihre 
Messungen bei sehr geringen Lichtintensitéten aus hauptsiachlich 
um die vermutete starke Kriimmung der Intensitatskurve auszuschalten. 
Da sie ferner mit sehr dichten Algensuspensionen arbeiteten, iiberwog 
die Dunkelatmung dieser Suspensionen bei weitem die Assimilation, 
die sich nur in einer geringen Verminderung der Atmung auBerte. Alle 
unvermeidlichen Schwankungen der Atmung muBten sich daher stark 
bei der Berechnung der Lichtausbeute auBern und die verhaltnismaBig 
groBen Streuungen dieser Lichtausbeute diirften auf die Schwankungen 
der Atmung zuriickzufiihren sein. Weiterhin setzten Warburg und 
Negelein die Absorption ihrer dichten Suspensionen gleich | und beriick- 
sichtigten nicht die der Trogwande und der Zellsubstanz. Nun ist aber 
gerade die genaue Kenntnis der Quantenausbeute bzw. der Anzahl 
Quanten, die zur Ausfiihrung einer Elementarreduktion der Kohlensaure 
notwendig sind, eine fiir die chemische Deutung der Assimilation so 
wichtige GréBe, dab eine méglichst sorgfailtige Messung dieser Grobe 
notwendig erscheint. 


In der vorliegenden Arbeit soll daher die Quantenausbeute bei der 
Assimilation in einem weiten Spektralbereich an zahlreichen Stellen 


des Spektrums bestimmt werden, und zwar unter Verwendung mdéglichst 


monochromatischen Lichtes mit Intensitaten, bei denen die Atmungs- 
korrektur nicht mehr so stark ins Gewicht fallt. Die Messungen der ein- 
gestrahlten Energie und der assimilierten Kohlensaure erfolgen nach 


1 Warburg u. Negelein, vgl. O. Warburg, Die katalytische Wirkung der 
lebenden Substanz. Berlin, Jul. Springer, 1925. 2 Dastur, Ann. Bot. 
47, 295, 1933. ® Burns, Plant Physiol. 8, 247, 1933. ' Manning, 
Stauffer, Duggar u. Daniels, J. of Amer. Chem. Soc. 60, 266, 1938. 
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bekannten Methoden. Die Bestimmung der Lichtabsorption triiber 
Medien, wie sie die assimilierenden Pflanzenteile stets darstellen, lat 
sich mit Hilfe des Ellipsoidphotometers! in einfacher Weise ausfiihren 


Il. Die Versuchsanordnung. 


Zur Herstellung monochromatischen Lichtes kamen Dispersions 
filter zur Verwendung, wie sie von Schott & Gen., Jena, in den Handel! 
gebracht werden. Das Prinzip dieser Monochromatoren, welches von 
P. Christiansen? zuerst angegeben wurde, ist folgendes: 

Kine Glaskiivette mit planparallelen Endscheiben ist mit Glasgrie( 
und einer stark dispergierenden Fliissigkeit gefiillt. Der verwendete 
GrieB aus Spezialglas besitzt einen Brechungsexponenten, der sich durch 
das ganze optische Spektrum hindurch nur verhaltnismaBig wenig 
andert. Der Brechungsexponent der Filterfliissigkeit ist im Rot kleiner 
als der des Glases und zeigt mit abnehmender Wellenlange einen starken 
Anstieg. Die Dispersionskurven der Filterfliissigkeit und des Glas- 
grieBes besitzen also nach obigem eine ganz verschiedene Neigung, 
wenn man als Abszisse die Wellenlange und als Ordinate die Brechungs- 
indizes auftragt, und schneiden sich in einem Punkte. Fiir diese Wellen- 
lange bildet demnach eine Mischung beider Substanzen ein optisch 
homogenes Medium, welches alles Licht der betreffenden Wellenlange 
ungebrochen durchlaBt. Alles andersfarbige Licht, fiir das eine Differenz 
der Brechungsindizes besteht, wird mehr oder weniger stark gebrochen 
und an den vielen Flachen des GlasgrieBes reflektiert und gestreut. Die 
Farbe des filterfremden Streulichtes ist zu der vom Filter durchgelassenen 
Farbe komplementar. Mit steigender Temperatur wird der Brechungs- 
index der Fliissigkeit kleiner, und zwar fiir alle Wellenlangen in ungefahr 
dem gleichen Mae, wahrend der Brechungsindex des GlasgrieBes nahezu 
konstant bleibt. Eine Erhéhung der Temperatur verschiebt also die 
Dispersionskurve der Filterfliissigkeit und damit ihren Schnittpunkt mit 
der Kurve des GlasgrieBes nach kiirzeren Wellenlangen hin. Man ist 
mit diesen Filtern in der Lage, durch Temperaturanderung Licht einer 
beliebigen Wellenlinge zwischen 8000 und 4000 A zu erzeugen.° Die 
hohe Durchlassigkeit fiir die eingestellte Wellenlinge gestattet, in Ver- 
bindung mit einer hochkerzigen Glihlampe, monochromatisches Licht 
sehr hoher Intensitaét herzustellen®. 

Die ganze Versuchsanordnung ist in Abb. 1 schematisch dargestellt. 
Das Licht einer 500-Watt-Projektionslampe L, deren Spannung, 110 Volt, 


' Vgl. W. Noddack u. H.J. Eichhoff, Zeitschr. f. phys. Chem. (im 
Druck). — 2 P. Christiansen, Wied. Ann. 23, 298, 1884; 24, 439, 1885. 
— *% Ausfiihrliche Angaben iiber das Dispersionsfilter finden sich bei: 
H. Staude, Uber monochromatische Universalfilter und ihre Anwendung 
(Dissert. Leipzig 1926); FE. Berger u. A. Klemm, Zeiss-Nachrichten, 2. Folge, 
Heft 2, 1936. 
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mit dem Widerstand &, reguliert und konstant gehalten werden konnte, 
fallt durch die Blende B auf den achromatischen Kondensor ( von 
10 em lichter Weite und durchsetzt dann parallel den Thermostaten W,. 
Dieser Thermostat besteht aus einem emaillierten Blechkasten, mit 
wasserdicht eingesetzten, parallelen Glasfenstern und faBt etwa 40 Liter 
Wasser. Die Wassermasse kann mit Hilfe eines Tauchsieders, eines 
Kontaktthermometers, einer Kiihlschlange und eines elektrischen 
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Abb. 1. Belichtungsanordnung. 


Riihrwerkes auf einer beliebigen Temperatur zwischen 6 und 60° mit 
einem Fehler von + 0,019 konstant gehalten werden. Zur Erreichung 
und Konstanthaltung tiefer Temperaturen wurde Eiswasser im Kreislauf 
durch die Kiithlschlange gepumpt. In dem Thermostaten W, befand sich 
das Dispersionsfilter ), in einem Halter, der dessen ganze nutzbare 
Flaiche von 63 qem frei lieB. Da dieses Filter auBer dem ungebrochen 
durchlaufenden monochromatischen Licht noch Streulicht anderer 
Wellenlingen durchlieB, wurde das parallele Licht, welches das Dis- 
persionsfilter D, passiert hatte, durch ein zweites Dispersionsfilter J), 
geschickt, das sich in dem Thermostaten W. befand. Zwischen W, 
und W, war die Klappe K angebracht, mit welcher sich der Strahlen- 
gang vollig unterbrechen lie}. Die Einrichtung des Thermostaten W. 
entsprach vollkommen der von W, und beide Thermostaten wurden 
wahrend der Versuche auf derselben Temperatur gehalten. Um die 
Intensitét des in den zweiten Thermostaten eintretenden diffusen 
Streulichtes méglichst zu verkleinern, wurde der Abstand beider Thermo- 
staten voneinander groB gewahlt (1.20m). Nach dem Durchlaufen 
von Ws, fiel das parallele Licht auf eine Sammellinse 1, und trat dann 
in den Thermostaten W, ein. Hier wurde es durch den Spiegel S nach 
oben geworfen und traf divergent den Boden des Versuchstroges 7’; ; 
die Temperatur des Thermostaten Ws, welche bei allen Versuchen 
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20,09 C betrug, wurde in derselben Weise konstant gehalten wie bei W, 
und bei Wy. : 

Das Manometer M, welches in Abb. 2 noch einmal gesondert 
wiedergegeben ist, war ein Differentialmanometer nach Barcroft!, wi 
es auch O. Warburg? in seinen Arbeiten benutzt hat. Das Prinzip dieses 
Manometers ist folgendes: In dem Versuchstrog 7’, befindet sich eine 
bestimmte Menge Algen, welche in einem 
Carbonat-Bicarbonatpuffergemisch suspen 
diert ist. Im Kontrolltrog 7, dessen Ab 
messungen mit denen von 7’, vollig tiberein 
stimmen, befindet sich das gleiche Volumen 
Puffergemisch wie in 7, nur ohne Algen. 
(Das in allen Versuchen verwendete Car- 
bonatpuffergemisch bestand aus 85 Teilen 
einer m/10 KHCOs- und 15 Teilen einer 
m/10 K,COs3-Lésung? und lieferte eine 
Kohlensaurekonzentration, welche das Op- 








timum der Assimilationsleistung gestattete.) 
Durch das Vorhandensein des Kontroll- 
troges 7’, werden alle Druckunterschiede 
kompensiert, welche nicht durch die Tatig- 
keit der Algenzellen hervorgerufen werden. 
Bei der Assimilation nehmen die Algen aus 
dem Puffergemisch Kohlensaure auf und der 
dabei abgegebene Sauerstoff geht zum 
groBten Teil in den Luftraum und erzeugt 
in dem Versuchstrog einen Uberdruck, 
welcher an der Stellung der Menisken in 
der Manometerkapillare K abzulesen ist. 
Der Atmungsvorgang ist die Umkehrung 




















soi i cilia des Assimilationsvorganges, da__hierbei 
Sauerstoff aus dem Luftraum aufgenommen 
und Kohlenséure an das Puffergemisch abgegeben wird. Hierdurch 
entsteht im Versuchstrog ein Unterdruck, welcher dem verbrauchten 
Sauerstoff entspricht. 


Die Scbliffe S,; und S, waren Normalschliffe, die Hahne H, und H, 
gestatteten in den beiden Manometerhalften den gleichen Druck und somit 
Niveaugleichheit der Fliissigkeitsséulen in den beiden Manometerschenkeln 
herzustellen. Als Manometerfliissigkeit fand Capronsiure Verwendung, 
in der eine kleine Menge gallensauren Natriums gel6st war zur besseren 


' J. Barcroft, J. of Physiol. 87, 12, 1908. — ? O. Warburg u. E. Nege- 
lein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 236, 1922. — 3 R. Emerson u. 


W. Arnold, J. Gen. Physiol. 15, 391, 1932. 
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BKenetzung der Wande der Kapillare', welche einen Querschnitt von etwa 
2qmm hatte. Die Manometerkonstante, welche angibt, wieviel cmm einem 


Niveauunterschied der beiden Manometersiulen von 1 mm_ entsprechen, 
wurde nach Miainzer und Newmann * durch Hineindriicken eines abgemessenen 
Luftvolumens in den Versuchstrog bestimmt. Das ganze Manometer wurde 
mit einem Exzenter geschiittelt. Der Mittelpunkt der exzentrischen 
Bohrung, in welche der Haltezapfen Z eingesetzt wurde, war etwa 2 mm von 
der Achse der Riemenscheibe FE entfernt, welche mit 400 Umdrehungen 
pro Minute rotierte. Die Haltespitze Sp ruhte in einem Lager der Halte- 
vorrichtung. 

Der Niveauunterschied der beiden Manometerschenkel wurde mit einem 
Kathetometer auf + 0,1 mm abgelesen. 


Messung der aufgestrahlten Energie. 

13cm vor dem Versuchsthermostaten Wa, war eine prismatische 
Schiene montiert, auf welcher eine lineare Thermosadule mit verander- 
lichem Spalt (Kipp & Zonen, Delft) verschiebbar angeordnet war. Ein 
Anschlag gestattete, die Saule zur Messung stets an die gleiche Stelle 
in die Mitte des Lichtkegels vor seinem Eintritt in den Versuchs- 
thermostaten zu bringen. Die Thermospannung wurde mit einem 
Spiegelgalvanometer (134,5 Ohm innerer Widerstand, Empfindlichkeit 
2271. 10-7 Volt pro 1mm in 1,60 m Entfernung) unter Vorschaltung 
von 500 Ohm gemessen. Diese Messung konnte wegen ihrer Einfachheit 
im Laufe der Versuche leicht mehrmals vorgenommen werden, und 
zwar wurden in einem Versuch jeweils zwei MeBserien von sechs Messun- 
gen ausgefiihrt und daraus der Mittelwert gebildet. 

Zur Ermittlung der tatsachlich in den Versuchstrog eingestrahlten 
Energie wurde eine AnschluBmessung ausgefiihrt. In den Versuchs- 
thermostaten wurde ein Blechkasten versenkt, welcher auf seiner 
Unterseite mit einer Glasplatte abgeschlossen war. In diesen Kasten 
wurde eine im hiesigen Institut angefertigte Flachenthermosaule mit 
einer nutzbaren Flache von 100 qem gebracht*. Dicht unter der Glas- 
platte des Blechkastens, in der Héhe des Bodens des Versuchstroges, 
befand sich eine Blende, welche eine kreisférmige Offnung von 9,1 qem 
hatte, die der nutzbaren Bodenflache des Versuchstroges genau entsprach 
und jede andere Strahlung von dieser Thermosaule fernhielt. Die Blende 
war an dem Haltebrett eines Manometers befestigt und wurde nach 
Zentrierung im Lichtkegel wie der Versuchstrog durch den gleichen 
Exzenter geschiittelt. Indem nun bei konstanter Belichtung in den 
verschiedensten Spektralgebieten die Strahlungsintensitat einmal mit 
der linearen Thermosaule in der gleichen Stellung, die sie bei den Ver- 
suchen inne hatte, gemessen wurde und darauf in der geschilderten 





' Vgl. O. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. physiol. Chem. 106, 191, 
1923. — 2 BE. Miinzer u. W. Neumann, diese Zeitschr. S41, 319, 1917. 
3 W. Noddack u. J. Komor, Zeitschr. tf. angew. Chem. 50, 271, 1937. 
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Weise mit der Flachenthermosaule, konnte man die tatsachlich auf die 
Suspension im Versuchstrog aufgefallene Strahlungsintensitat — be- 
stimmen, 

Die Eichung der beiden Thermosdulen erfolgte mit der Hejnerlampe 
unter Verwendung der Gerlachschen Blende von 14- 50mm in 10 em Ent- 
fernung von der Lampe. Es wurde hierbei das gleiche Galvanometer in 
der unveranderten Aufstellung mit dem Vorschaltwiderstand 500 Ohm 
benutzt. 


Ill. Bestimmung der Wellenlinge und Monochromasie des Filter- 
lichtes in Abhingigkeit von der Temperatur der Filter. 

Die spektrale Zusammensetzung des aus dem Thermostaten |W, 
austretenden Filterlichtes wurde mit einem Rowlandschen 1,5 m Gitter- 
spektrographen bestimmt. Als Vergleichsspektrum dienten Linien der 
Quecksilberlampe, das Neonspektrum, Kalium- und Lithiumlinien 
sowie der Eisenbogen in erster und zweiter Ordnung. Da das Gebiet 
von 5000 bis 8000 A gleichmaBig erfaBt werden sollte, wurden Platten 
verschiedener Sensibilisierung verwandt. Als Negativmaterial dienten 
die Platten Agfa Lsopan, Agfa Spektral total hart und die Agfa Infrarot- 
platten 700, 750, 800 und 850 hart. Bei den Aufnahmen mit den Infra- 
rotplatten wurde die Thermostatentemperatur stets so gewahlt, daB die 
Lage des Schwerpunktes des Filterlichtes mit dem Sensibilisations- 
maximum der verwendeten Platte annahernd tibereinstimmte. Durch 
die Auswertung der Aufnahmen mit einem Registrierphotometer nach 
Koch-Goos lie} sich die Abhangigkeit der Lage des Schwerpunktes von 
der Temperatur und die Monochromasie des Filterlichtes genau be- 
stimmen. In Tabelle I sind die Ergebnisse, soweit sie die Lage des 
Schwerpunktes betreffen, zusammengestellt. 


Tabelle IL. 











Filtertemperatur Filtertemperatul Filtertemperatur 

in °C Zin A in ¢ Ain A in 0¢ Ain A 
7.9 8565 16 6500 24 5580 
9 8325 17 6355 25 5495 
10 7800 18 6220 26 5420 
11 7500 19 6095 27 5345 
12 7250 20 5980 28 5275 
13 7035 21 5870 29 5215 
14 6850 22 5765 30 5150 
15 6665 23 5675 


IV. Die Monochromasie des Filterlichtes. 
Die Breite des von den Dispersionsfiltern durchgelassenen Spektral- 
bereiches ist im Rot gr6éBer als im Griin. Der Grund hierfiir ist, da! 
sich die Dispersionskurven von Glas und Filterfliissigkeit (vgl. Ab- 
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schnitt ILL) im Rot unter einem geringeren Winkel und somit un- 
scharfer schneiden. Die Abb. 3 zeigt ein Photogramm einer spektro- 
graphischen Aufnahme des Filterlichtes bei einer Filtertemperatur von 
249C. Als Vergleichsspektrum sind Linien der Quecksilberlampe mit- 
photometriert. Die Aufnahme wurde mit der Platte Agfa Lsopan ge- 
macht. Solche Photogramme geben nur die Abhangigkeit der Schwarzung 
von der Wellenlange wieder. Zur Umrechnung in Lichtintensitaten 
wurden mit dem fiir die Aufnmahmen verwandten Negativmaterial und 





Abb. 3. Sehwirzungsverteilung des Filterlichtes bei 24° C. 


einem EHder-Hecht-Keil Schwarzungskurven aufgenommen, wobei mit 
dem entsprechenden Filterlicht belichtet wurde. Die so erhaltenen 
Schwarzungskurven wurden mit der gleichen Photometerempfindlich- 
keit wie die Spektralaufnahmen photometriert. Aus den Photogrammen 
der Schwarzungskurven lieB sich dann durch Einsetzen der bekannten 
Keilkonstante der zu einem bestimmten Ausschlag des Photometers 
gehorige Intensitatswert ermitteln. 

Zu den einzelnen Spektralaufnahmen wurden in grobem MaBstab 
die Intensitatskurven gezeichnet in der Art, wie es Abb. 4 zeigt. Als 
Ordinate wurde hierbei die Intensitat 7 gewahlt und auf der Abszisse 
die Lage des Schwerpunktes des Filterlichtes — 0 gesetzt, wahrend 
positiv und negativ der Abstand der einzelnen IntensitaétsmeBpunkte 
in A kurzwelliger und langwelliger als der Schwerpunkt aufgetragen 
wurde, Die Planimetrierung der ganzen Intensitaétskurve A BE ergab 
jJ.d2, also das gesamte Filterlicht, wahrend die Planimetrierung 
des Kurvenstiicks DCE z. B. das Licht ergab, welches kurzwelliger als 
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390 A vom Schwerpunkt in dem Filterlicht vorhanden war. In der 
Tabelle IL sind in Spalte 1 die Filtertemperatur, in Spalte 2 die Lave 
des Schwerpunktes in A und in den Spalten 3 bis 10 die prozentualen 
Anteile des gesamten Filterlichtes angegeben, die kurzwelliger lieven 
als die in der Uberschrift genannte Grenze. Da die Intensitatskurven. 
wie die wiedergegebene Photometerkurve, nahezu symmetrisch sind, 


WY) 
100 
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Abb. 4. Intensitiitsverteilung des Filterlichtes bei 24° (. 


kénnen die in Tabelle IL angegebenen Prozentzahlen auch fiir die lanv- 
wellige Seite angesetzt werden, 


Tabelle I]. Prozentuale Anteile des kurzwellig vom 
Schwerpunkt durch die Dispersionsfilter gehenden Lichtes. 





0¢ d 50 A 100 A 150 A. —200 A 250 A 300 A 350 A 400 A 
9 8325 33,5 20,2 12.9 8,4 48 ot 1.4 0,6 
10 7800 = 31.7 18.6 11,1 7,2 3,8 2.0 0.9 0.3 
11 7500) 29,9 17,0 9,7 6.0 3,1 1.5 0,5 0.1 
12 7250 28 2 15,6 8.6 5,1 2,6 LA 0.3 
14. 6850 25.0 12.8 6.7 3.6 1.7 0,6 
15 6605 23,7 12,0 6,1 3.1 14 0,4 7 
16 6500 22.6 Pe 5.6 2.7 ie 0.3 
18 6220 20.3 9.5 4.6 2,0 0.8 0,2 
20 5980 18.5 8,2 3.8 1,6 0.5 
22 5765 16,8 7.3 3.4 1,3 0,3 
24 9580 14.9 64 29 1,0 0.2 
26 5420 12.8 5,3 Pad 0,7 
28 5275 10.3 3,6 1,3 0,4 - 
30 5150 6.8 1,8 0,2 


Tabelle LL zeigt, wie mit dem Fortschreiten des Schwerpunktes 
nach dem Langwelligen die Spektralreinheit des Filterlichtes abnimmt 
und ist von Wichtigkeit bei Aussagen iiber die Grenzwellenlange bei 
der Assimilationsreaktion. 


V. Das Versuchsmaterial. 


Das Pflanzenmaterial, welches bei den Versuchen zur Verwenduny 


kam, war die Alge Chlorella Pyrenoidosa in Suspensionen verschiedener 
Dichte. 
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Die Algen wurden in folgender Weise geziichtet!. 10 cem einer Algen- 
<uspension, entsprechend etwa 4 mg Trockensubstanz, wurden zu etwa 
250cem Nahrlésung in einen Erlenmeyer-Kolben von 300 cem Inhalt ge- 
geben. Die Nahrlésung hatte die Zusammensetzung: 


1000) g Leitungswasser, 

l g Ca(NO,), 

0,25 ¢ MgSO,, 

0,25 g¢g KH,PO,, 

0,01 g FeCl. 
Kine Reihe solcher auf diese Weise beschickter Kolben wurde im Abstand 
von 25em um eine 100 Watt Metallfadenlampe gestellt, welche Tag und 
Nacht brannte. Die Kolben waren zur Fernhaltung von Verunreinigungen 
mit einer Glasplatte bedeckt und taglich wurde einmal etwa 5 Minuten 
lang ein maBiger Strom von Kohlenséure aus einer Bombe durch die aut- 
geschiittelte Suspension geleitet. Innerhalb von 14 Tagen hatten sich die 
Algen in jedem Kolben auf etwa das Zwanzigfache vermehrt und wurden 
dann zur Herstellung der Suspensionen mit bestimmter Dichte verwandt. 
Hierzu wurde die Suspension, wie sie bei der Ziichtung anfiel, zunachst 
| Minute lang bei etwa 1000 Umdrehungen pro Minute (also mabig) zentri- 
fugiert und das Uberstehende, welches dann Algen etwa derselben GréBe 
und desselben Alters enthielt, vereinigt. Auf diese Weise erreicht man auch 
leicht eine Abtrennung der anfangs in geringer Menge in den Kulturen 
enthaltenen gréBeren Alge Scenedesmus obliquus. Aus der vorgereinigten 
Suspension wurden alle Algen bei hoher Tourenzahl (3500 Umdr./Min. 
8 Minuten) ausgeschleudert und nach Waschen mit destilliertem Wasser 
mit der angegebenen Nahrlésung auf die gewiinschte Dichte gebracht. 

Das Einstellen der Dichte geschah mit einem Hamacytometer. Es 
wurden stets 16 Felder der Kammer, die je einen Inhalt von !/,) emm ent- 
sprachen, ausgezihlt und der Mittelwert fiir ein solches Feld gebildet. 
Dieser Mittelwert, umgerechnet auf 1 cem, war das Ma fiir die Dichte 
der Suspension. 

Die in der beschriebenen Weise hergestellten ,,Standardsuspensionen** 
wurden in einem Eisschrank im Dunkel bei + 6° C aufbewahrt und anderten 
innerhalb von 3 Wochen ihre Assimilationsfahigkeit und ihre Dichte nicht 
meBbar. 

VI. Ausfiihrung der Versuche. 


1. Messung des Gaswechsels. 


Die fiir den Versuch benétigte Menge Algen wurde der Standardsus- 
pension mit einer Pipette entnommen und bei hoher Tourenzah! vollkommen 
auszentrifugiert. Die gesamte Algenmenge haftete dann fest an dem Boden 
des Zentrifugierglases. Die iiberstehende klare Nahrlédsung wurde abge- 
gossen und durch destilliertes Wasser ersetzt, in welchem durch sorgfaltiges 
Verriihren mit einem Glasstab die ausgeschleuderten Algen wieder sus- 
pendiert wurden. Die abermals auszentrifugierten Algen wurden nun in 
gleicher Weise mit dem Carbonatpuffergemisch gewaschen, welches auch 
als Kohlenséiurespender im Manometer verwandt wurde. Die wieder aus- 
geschleuderten Algen wurden alsdann in 35cem des Carbonatgemisches 
vollstandig suspendiert und in einen Manometertrog gefiillt. Die Fiillung 
des zweiten Manometertrogs bestand aus 35 ccm reinem Carbonatgemisch. 


! Vgl. O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 1919; O. Warburg u. E. Nege- 
lein, Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 250, 1922; 106, 206, 1923. 
8* 
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In jeden Trog wurde auBerdem noch ein Tropfen Paraffinél gegeben, welch 
bewirkte, das die Gasblasen, welche sich beim Schiitteln bildeten, platzten, 
sobald das Schiitteln unterbrochen wurde!. Die Schliffe wurden mit Apiezon 
fett gefettet, wobei darauf geachtet wurde, da die Fliissigkeit auch wiihrend 
des Versuchs nicht mit dem Fett in Beriihrung kommen konnte. 

Nachdem das Manometer in seiner Halte- und Schiittelvorrichtun. 
befestigt war, wurde der Versuchstrog in dem Lichtkegel im Thermo 
staten zentriert und darauf die Lichtquelle abgeschaltet. Die Schiitte! 
vorrichtung wurde nun in Gang gesetzt, die Hihne des Manometer: 
wurden geschlossen, und es folgte die 30 Minuten wahrende Perioc: 
der ,,Voratmung” zur Herstellung des Temperaturausgleichs und zum 
Einspielen des Atmungsprozesses. Nach Ablauf der 30 Minuten wurde 
die Schiittelvorrichtung abgestellt, die Manometerhihne wurden 
geffnet, um Druckgleichheit in beiden Manometerhalften herzustellen 
und die Nullstellung des Manometers wurde mit dem Kathetomete: 
abgelesen. Nun wurde bei noch geédffneten Hihnen die Schiitte! 
vorrichtung wieder in Gang gesetzt und nach 30 Sekunden unter Fort 
dauer des Schiittelns wurden die Manometerhahne geschlossen und 
gleichzeitig eine Stoppuhr eingeschaltet. Nun folgte eine Periode, dic 
bei den diinnen Suspensionen 30, bei den dichten 15 Minuten betrug. 
in der bei vélliger Dunkelheit im Versuchsthermostaten die Atmung 
gemessen wurde. Wahrend dieser Zeit wurde auch an der fixierten 
Stelle vor dem Versuchsthermostaten die Strahlungsintensitaét mit der 
Thermosiule gemessen. Nach Ablauf der Atmungsperiode wurde der 
Atmungswert abgelesen, Druckausgleich im Manometer hergestellt 
und der Versuchstrog nach Einschalten der Schiittelvorrichtung und 
SchlieBen der Manometerhahne 15 Minuten mit der gleichen Intensitat, 
die bei der folgenden Assimilationsmessung verwandt wurde, zur Ein- 
spielung des Assimilationsvorganges vorbelichtet. War die Periode der 
Vorbelichtung zu Ende, so wurden in der bei der Atmungsperiode an- 
gegebenen Weise unter Fortdauer der Belichtung bei offenen Hahnen 
die Nullstellung abgelesen und die Manometerhahne wieder geschlossen 
Nun folgte die Assimilationsperiode, welche je nach der Dichte der 
Suspension 15 oder 30 Minuten betrug und durch Ausschalten de! 
Lichtquelle beendet wurde. Nach dem Ablesen der Assimilationswerte 
folgte, in der im Vorhergehenden beschriebenen Weise, wieder ein 
Periode der Voratmung von 15 Minuten und eine zweite Periode von 
15 bzw. 30 Minuten, in welcher die Atmung erneut gemessen wurde. 
In der zweiten Periode der Voratmung wurde noch einmal die Strahlungs- 
intensitaét bestimmt. Der Mittelwert der beiden Atmungsmessungen 
wurde zu dem Assimilationswert addiert und dieser Wert wie der 
Mittelwert der beiden Strahlungsmessungen zur Berechnung der Energie 
bzw. Quantenausbeute benutzt. 


1 Vgl. O. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. phys. Chem. 102, 236, 1922 
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Ganz kurz laBt sich die Messung des Gaswechsels folgendermaben 


darstellen: 


Erste 
Voratmungs- 
periode. 


Erste 
Atmungs- 
periode. 
Erste 
Strahlungs- 
messung. 


Vorbe- 
lichtungs- 
periode. 


Assimila- 
tions- 
periode. 


Zweite 
Voratmungs- 
periode. 
Zweite 
Strahlungs- 
messung. 


Zweite 
Atmungs- 
periode. 
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. Unterbrechung 


). 15 Minuten Schiitteln. 


Vorbehandlung des Versuchsmaterials, Fiil- 
len und Zusammensetzen des Manometers. 


. Einsetzen des Manometers in die Schiittel- 


vorrichtung und Zentrieren im Lichtkegel. 
Einschalten der Schiittelvorrichtung, Schlie- 
Ben der Manometerhahne. 


. 30 Minuten Schiitteln. 
. Unterbrechung des Schiittelns, Offnen der 


Hahne, Ablesung der Nullstellung. 


. 80 Sekunden Schiitteln, dann SchlieBen der 


Hahne unter Fortdauer des Schiittelns. 


. 15 bzw. 30 Minuten Schiitteln. 


Erste Strahlungsmessung. 


. Unterbrechung des Schiittelns, Ablesung des 


Atmungswertes. 

Hahne, Einschalten der Be- 
lichtung, 30 Sekunden Schiitteln, dann 
SchlieBen der Hahne unter Fortdauer des 
Schiittelns. 

15 Minuten Schiitteln. 

Unterbrechung des Schiittelns, Offnen der 
Hahne, Ablesung der Nullstellung. 

30 Sekunden Schiitteln, dann SchlieBen der 
Hahne unter Fortdauer Schiittelns. 
15 bzw. 30 Minuten Schiitteln, dann Aus- 
schalten der Belichtung. 
Schiittelns, 
des Assimilationswertes. 


des 


Ablesung 


des 


. 30 Sekunden Schiitteln, dann SchlieBen der 


Manometerhihne unter Fortdauer’ des 
Schiittelns. 
Zweite Strahlungs- 


messung. 


. Unterbrechung des Schiittelns, Offnen der 


Hahne, Ablesen der Nullstellung. 


. 30 Sekunden Schiitteln, dann SchlieBen der 


Hahne unter Fortdauer des Schiittelns. 

15 bzw. 30 Minuten Schiitteln. 
Unterbrechung des Schiittelns, Ablesung des 
Atmungswertes. 





Vollige 
Dunkelheit 
im Ver- 
suchs- 
thermo- 
staten. 


Belichtung 
des 
Versuchs- 
troges. 


Vollige 
Dunkelheit 
im Ver- 
suchs- 
thermo- 
staten. 


VII. Untersuchung der Abhingigkeit der Assimilationsleistung von 


der Lichtintensitit. 


1. Versuche mit weiBem Licht. 


Fiir diese Versuche wurde die in Abb. 1 schematisch dargestellte 
Versuchsanordnung in folgender Weise abgeandert : Die Thermostaten W , 
und W, mit den Dispersionsfiltern wurden entfernt und die Licht- 
quelle L wurde dem Versuchsthermostaten auf 50 cm genidhert. Das 
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Licht der Lampe wurde von einer Linse gesammelt und in den Brenn 
punkt konnten Graufilter verschiedener Dichte von Schott & Gen 
Jena, gebracht werden. Mit einer zweiten Linse wurde das Licht als 
dann, in der Abb. 1 entsprechenden Divergenz, in den Versuchsthermo 
staten W., geschickt und von dem Spiegel S auf den Versuchstrog 7’, 
geworfen. Die Lichtschwachung der einzelnen Graufilter wurde mit 
einer in Lux geeichten Sperrschichtphotozelle gemessen. Die tatsachlic|, 
auf die Algensuspension aufgestrahlte Lichtintensitat wurde ermittelt 
durch Messung vor Eintritt in den Versuchsthermostaten und eine 
AnschluBmessung in der Hohe des Versuchstroges, wie es bereits bei 
der Strahlungsmessung mit den beiden Thermosaulen beschrieben wurde. 

Die Messungen wurden hierbei so durchgefiihrt, daB der Bestimmung 
der Assimilationsleistung mit geschwachter Intensitat eine Bestimmung 
der Assimilationsleistung bei voller Intensitét unmittelbar vorausging 
und folgte. Der Mittelwert dieser beiden Bestimmungen bei der Intensitat 
100 wurde mit der Bestimmung bei der geschwachten Intensitat ver- 
glichen und die Assimilationsgeschwindigkeit bei der geschwachten 
Intensitat in Prozenten der Maximalleistung ausgedriickt. Die Dunkel- 
atmung wurde in gesonderten Versuchen bestimmt und zu der gemessenen 
Assimilation addiert. Fiir diese Versuche wurden 50 ccm einer Sus- 
pension mit 1,01 . 108 Algen. benutzt. In der Abb. 5 sind in Kurve | 
die Versuchsergebnisse wiedergegeben. 


2. Versuche mit monochromatischem Licht. 


Bei diesen Versuchen wurde die in Abschnitt II dargestellte Be- 
lichtungsanordnung verwendet. Die Lichtschwachung erfolgte durch 
Verringern der an der Projektionslampe liegenden Spannung. Es 
wurde vor allem in einem Gebiete groBer Absorption des Chlorophylls 
bei A = 6500 A gearbeitet und daneben einige Messungen im Griin 
bei, 5675 A —- also in einem Gebiete kleiner Absorption — ausgefiihrt. 
Die Ergebnisse stehen in den Tabellen III, [V und V und in der Abb. 5 
wobei Kurve II den Intensitatsverlauf bei der dichten Suspension, 
Kurve III den bei der diinnen Suspension wiedergeben. Als Versuchs- 


Tabelle III. Dichte Suspension, Belichtungs- und Dunkelperiode 
je 900 Sekunden. 2 = 6500 A; Absorption = 0,670. 





Aut- Assimi- Assimi- — Assimilation 
gestrahite | Absolute Dunkel- Assimi- lation lation + Dunkel- 
Energie Energie atmung lation + Dunkel- + Dunkel-  atmung hv/O» 
HK/qem inhy- 1018 inmm | in mm atmung atmung in Molekeln 

Sek. in mm in emm O» + 1018 

0,64 1,10 - 4,0 + 0,7 4,7 11,42 0,279 3,95 

1,41 2,42 4,0 + 6,5 10,5 25,52 0,623 3,88 

2,15 3,69 43 | + 11,7 16,0 38,88 0,949 3,89 

3,07 5,27 — 4,2 + 18,9 23,1 56,13 1,370 3,85 

4,95 8,50 -4,7 + 26,9 31,6 76,79 1,874 4,54 

6,00 10,30 - 4,3 + 29.5 33,8 82,13 2.004 5,14 
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Tabelle IV. 
je 1800 Sekunden. 4 


Diinne Suspension, Belichtungs- 
6500 A; Absorption 


ion. 125 


und Dunkelperiode 


0,220. 





Auf- Assimi- Assimi- 
gestrahlte | Absolute Dunkel- Assimi- lation lation 
Energie Energie atmung lation + Dunkel- + Dunkel- 
HK qem |inAv-10'8 in mm in mm atmung atmung 
Sek. in mm in cmm 
1,50 1,69 1,4 5,6 7,0 17,01 
1,75 1,97 1,4 + 6,6 8,0 19,44 
2,75 3,10 1,3 + 11,1 12,4 30,13 
3,32 3,74 1,2 + 14,1 15,3 37,18 
4,32 4,87 1,2 + 17,1 18,3 44,47 
5,76 6,50 1,2 + 20,0 21,2 61,52 


Tabelle V. Dichte Suspension, Belichtungs- und 
je 900 Sekunden. / 5675 A; Absorption 


Assimilation 
+ Dunkel- 
atmung hviO» 
in Molekeln 
O, + 1018 


0,415 4,08 
0,474 4,17 
0,735 4,22 
0,907 4,01 
1,085 4,49 


1,257 5,16 


Dunkelperiode 
O,386. 





Auf- Assimi- Assimi- 
gestrahlte Absolute Dunkel- Assimi- lation lation 
Energie Energie atmung lation + Dunkel- + Dunkel- 
HK/qem (in Av- 1015 in mm in mm atmung atmung 
Sek. in mm in emm 
0,75 0,65 5,9 — 3,2 254 6,56 
2,78 2,40 -- 5,8 +. 3,8 9.6 23,33 


objekte dienten zwei Suspensionen, eine dichte mit 


Assimilation 
+ Dunkel- 
atmung 
in Molekeln 
Oo + 10'* 


hviQg 


0,160 4,06 
0.569 4,22 


3,99. 108 Algen 


in 35 cem und eine diinne mit 6,72 . 10’ Algen in 35 cem. 
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Abb. 5. Intensitétskurven der Assimilation. 


Beim Vergleich der Kurven I, Il und III fallt die verschiedene 


Form der Kurven fiir weiBes und monochromatisch 


rotes Licht auf. 
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Wahrend die Kurve fiir weiBes Licht bereits in ihrem Anfang ein 
deutliche Kriimmung zeigt und in ihrem Charakter den von Smith 
diskutierten Kurven entspricht, zeigen die Kurven fiir monochromati- 
sches Rot einen lingeren proportionalen Anstieg und ein scharferes 
Abbiegen bei héheren Intensitaéten. Wenn die Intensititskurven fii: 
monochromatisches Rot dieselbe Form hatten wie die Kurve fiir weibes 
Licht, so lieBe sich ihre gestreckte Form nur durch die Annahme er 
klaren, da die gré8ten im Rot benutzten Intensitaéten nur geringen 
Intensitaten weiBen Lichtes entsprechen. Das ist jedoch nicht der Fall. 

Wenn auch die Leistung der benutzten Lichtquelle es nicht ge. 
stattete, den Verlauf der monochromatischen Kurven bei noch héheren 
Intensitéten zu verfolgen und ihr genauer Verlauf nach dem Abbiegen 
zu unbestimmt bleibt, als daB man eine Extrapolation auf héhere 
Intensitaéten vornehmen kénnte, so gibt es doch eine Méglichkeit, dic 
maximale Assimilationsleistung fiir die Versuche mit monochromati- 
schem Rot unter Benutzung der Versuche mit weiBem Licht zu be 
rechnen. Macht man die Annahme, daB die maximale Assimilations- 
leistung unabhangig von der Wellenlange des wirksamen Lichtes und 
proportional der Algenzahl ist, so erhalt man die maximale Assimilations. 
leistung A max. fiir Rot nach der Formel: 

A max. = 2m * Aw 
Zw 
wenn Z,, die Algenzahl im Versuch mit monochromatischem, Z,, die 
Algenzahl im Versuch mit weiBem Licht ist und <A,, die maximale 
Assimilationsleistung im Versuch mit weiBem Licht bedeutet. A,, wird 
hierzu mit Hilfe der bekannten Manometerkonstanten in cmm QO, 
ausgedriickt. 

Legt man die auf diese Weise angendhert berechneten Werte der 
maximalen Assimilationsleistung den monochromatischen Versuchen 
zugrunde, so zeigt sich, daB der lange geradlinige Anstieg der Intensitiits- 
kurven erhalten bleibt und bei der diinnen Suspension bis zu etwa 60 °, 
bei der dichten bis zu 35° der maximalen Assimilationsleistung reicht. 

Im Gegensatz dazu zeigt die Intensitatskurve fiir weiBes Licht 
bereits bei 20° der maximalen Assimilationsieistung eine merkliche 
Kriimmung. Der verschiedene Charakter der Intensitatskurven fiir 
rotes und weifBes Licht la8t sich wohl durch die verschiedene Aus- 
nutzung der Strahlung mit steigender Intensitaét erklaren. Das Licht 
der Wellenlange 6500 A scheint auch bei héherer Intensitat fiir di 
Assimilationsreaktion erheblich besser photochemisch ausgenutzt 21 
werden, als das aus allen sichtbaren Wellenlingen zusammengesetzte 
weiBbe Licht. Der steilere geradlinige Anstieg der monochromatische! 


! EF. L. Smith, Proc. Nat. Acad. Sci. USA. 22, 504, 1936. 
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Intensitatskurve fiir die dtinne Suspension erklart sich durch ihre 
kleinere Absorption. Bei dieser Suspension erhalten alle Schichten 
noch nahezu die gleiche Intensitét und alle Algen werden sich mit 
steigender eingestrahlter Lichtintensitaét fast gleichmaBig der oberen 
Grenze ihrer assimilatorischen Leistung nahern. Bei der dichten Sus- 
pension dagegen erhalten die von der Eintrittsstelle des Lichtes ent- 
fernteren Schichten eine wesentlich geringere Intensitat als die Schichten, 
welche der Eintrittsstelle nahe liegen und dementsprechend wird die 
Gesamtkurve den Sattigungszustand in langsamerem Anstieg erreichen. 


VIII. Versuche in dem Spektralbereich von 5150 bis 8325 A. 
1. Vergleich von Assimilationsleistung und Absorption. 


Aus alteren Arbeiten tiber die Assimilation in verschiedenen Spektral- 
bezirken geht einheitlich hervor, daB in allen untersuchten Teilen des 
optischen Spektrums starke Assimilationstatigkeit stattfindet, und zwar 
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Abb. 6. Spektrale Assimilation und Absorption der Zellen 


steht die GréBe der Assimilationsleistung in dem Gebiet kleinster 
Absorption im Griin und dem Gebiet gréBter Absorption im Rot etwa 
in dem Verhaltnis 1:2. Dieser Befund erscheint merkwiirdig, wenn 
man bedenkt, daB das diesen Gebieten entsprechende Absorptions- 
vermégen einer reinen Lésung der beiden Chlorophyllkomponenten a. 
und 6 in dem natiirlich vorkommenden Verhaltnis sich etwa wie 1:15 
verhalt. Die Messung der Absorption an Algensuspensionen! ergab 


jedoch, daB dem Chlorophyll in der lebenden Zelle ein verandertes 


Absorptionsspektrum zukommt. Die beim reinen Chlorophyll scharfe 


Absorptionsbande im Rot ist hier auBerordentlich stark verbreitert 


1 Vgl. W. Noddack u. H.J. Eichhoff, Zeitschr. f. phys. Chem. (im 
Druck). 
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und ebenso sind die Stellen groBer Durchlassigkeit im Griin ver 
schwunden. Das Absorptionsvermégen der chlorophyllreichen, lebende:, 
Pflanzenzelle an der Stelle gréBter Absorption im Rot und grébte: 
Durchlassigkeit im Griin verhalt sich annaéhernd 2:1, was das Ver 
haltnis der Assimilationswerte an diesen beiden extremen Punkten 
erklart. In Abb. 6 sind die Absorptionskurven fiir eine dichte und ein 
diinne Suspension dargestellt und dariiber sind die entsprechende:, 
Assimilationswerte (in cmm QO, pro 1 aufgestrahlte Hefnerkerze) aut 
getragen und durch eine Kurve verbunden. Man erkennt, dab dik 
Assimilation und die Absorption bei beiden Algensuspensionen im ganzei 
Spektralbereich von 8350 bis 5150 A parallel verlaufen. 


2. Die Quantenausheute. 


Die Frage, wieviel Lichtquanten bei der Assimilationsreaktio: 
zur Reduktion einer Kohlensiuremolekel verbraucht werden, ist eine 
wichtige Unterlage fiir die Deutung dieser Reaktion. Wie bereits er 
wahnt, haben die bisherigen Messungen keineswegs tibereinstimmende 
Zahlen ergeben, sondern die Werte schwanken zwischen 3,5 und 
20 Quanten pro C-Atom. Aus diesem Grunde wurden die vorliegende1 
Messungen auch in Richtung auf die Quantenausbeute hin ausgewertet 
Die Berechnung erfolgte in folgender Weise: Mit Hilfe der bekannten 
Manometerkonstante wurde der am Manometer beobachtete Anstiey 
bei einem mittleren Druck von 740 mm Hg und einer Versuchstemperatur 
von 20°C in emm Sauerstoff und in Molekiile Sauerstoff umgerechnet 


Tabelle VI. Dichte Suspension, Belichtungs- und Dunkelperiod: 
je 900 Sekunden. 








1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 
$53 | Mz- s. | 2.8 2 S S48 | 826 Se 2. 

< (§#3-|"7as | 3 | S87 | 88 | SE | S45 | S4e Gaeee - 

«e | #3a\es"  & | 85: 88 | S& | 32,1985 Sees” - 

~ §688| es": § | $82 | Ss | Ss | BAZ | ERP GAGS. - 

Bam@/Si*' = |S a] £ < ate | ote ig+ =~ 

8325 3,04 4,02 0,127) 1,27 18'- 4,5 33 | 802] 0,196 | 6: 
7800 3,47 3,75 | 0,142! 1,61 — 81 3,6. 4,6 | 10,94 | 0,267 5,7 
7500 | 3,85 | 3,61 0,168; 1,91 | —8,3 1,2 71 | 17,26| 0,421 4. 
7250 4,79 | 3,49 0,266 3,64 6.7 + 5,4 12,1 | 2940] 0,717 | 5,1 
7035 5,36 | 3,88 0,420! 6,22 61 + 14,0 201 | 48,84) 1,192 4,2 
6850 6,37 | 3,80 0,664 11,40 49 + 25,6 30,5 | 74,12) 1,809 63 
6665 5,10 | 3,21 0,695| 9,31 —5,6 +221 27,7 | 69,98 1,708 | 5,5 
6500 5,78 | 3,13 0,670 9,93 5,8 +241 29,9 72,66 1,773 5.6 
6355 5,05 | 3,06 0,598 7,57 6,7 +186 26,3 61,48 | 1,500 | 5! 
6095 4,17 | 2,94 0,522 5,25 6,7 +12,0 18,7 45,44 1,109 4.7 
5870 3,67 2,82 0,468 3,98 5,4 + 10,6 16,0 38,88 0,949 42 
5675 2,78 | 2,73 | 0,886 2,40 58 + 38 9,6 | 23,33} 0.569 | 42 
5495 2,10 | 2,65 | 0,835) 1,58 —64 — 0,2) 62 15,07! 0368 4.2 
5345 1,46 | 2,58 | 0,363 1,12 6,4 19 45 10,94 | 0,267 42 
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Tabelle VII. Diinne Suspension, Belichtungs- und Dunkelperiode 


je L800 Sekunden. 








1 2 5 4 6 C 5 ) 10 11 

of ~- 

a 3 as qs = 
8325 | 2,75 4,02 | 0,030 0,54 4,0 2.5 1,5 3,65 0,089 — 6,1 
7800 || 3,35 3,75 | 0,085 | 0,72 3,5 1,0 2,5 6,08 0,148 4,9 
7500 | 3,96 3,61 | 0,035 0,82 3,3 i+ 0,1; 3,4 8,26 | 0,202 | 4,1 
7250 || 4,91 3.49 0,060 1,68 yp 7 6,2 15,07 0,368 4,6 
7250 | 5,09 3.49 | 0,060: 1,75 3,2 + 3,8 7.0 17,01 0,415 | 4,2 
6850 5,20 3,30 | 0,215; 6,04 3,5 |+ 15,3) 18,8 45.68 1,115 54 
6850 5,53 3,30 | 0,215 6,43 3,5 + 15,6 19,1 46,41 1,132 5,7 
6500) 4,98 3,13 | 0,220; 5,62 2,8 i+ 16,5) 19,3 46,90 1,144 4.9 
6500 5,77 3,13 | 0,220 | 6,50 2.6 '+ 19,8 22.4 54.43 1,328 4.9 
6220 | 4,03 299 0,166 3,28 3,5 i+ 9,5) 18.0 | 31,59 | 0,771 | 4,3 
6220 ) 4,59 299 0,166 3,73 3,5 +- 10,5} 14,0 34,02 0,830 4,5 
5980 | 3,93 2,88 | 0,137 | 2,54 3,0 |+ 7,3) 10,3 25,03 0,611 4,2 
5980 || 3,85 2,88 | 0,137! 2,50 3,3 |\+ 7,0) 10,3 | 25,03 | 0,611 | 4,1 
5765 2,97 2,78 | 0,114 1,54 3,0 i+ 3,9 6,9 16,77 0,409 3,8 
5765 || 3,20 2.78 | 0,114] 1,66 4.0\+ 3,3} 7,3 | 17,74; 0,433 | 38 
5580 2.56 2.69 0,090 1,02 - 3.0 \+ 1,] 4,1 996 0,248 $,2 
5420 || 1,89 2,61 0,090 | 0,73 30 1— O65 25 6,08 0,148 4,9 
5275 1,26 2,54 0,107 0,56 ab 1,3 2.2 5,35 «60,131 4.3 
5150 |} 1,12 2,48 0,145 0,66 24\+ 0,1; 2,5 6,08 0,148 4,5 


Die von der Versuchssuspension absorbierte Lichtenergie wurde in 
Quanten der betreffenden Wellenlange ausgedriickt. Als Wellenlange 
wurde hierbei stets der Schwerpunkt des Filterlichts gnommen. Durch 
Bildung des Quotienten: Anzahl der absorbierten Ay/Anzahl der frei- 
gemachten Molekiile Sauerstoff ergab sich so der Quantenbedarf fiir 
die Elementarreaktion. Die Werte sind in der letzten Spalte der 
Tabellen III bis VIL wiedergegeben. 


IX. Zusammenfassung und Diskussion der Versuchsergebnisse. 


Die dargestellten Assimilationsversuche wurden mit weibem und 
monochromatischem Licht bekannter Energie ausgefiihrt. Zur Her- 
stellung des monochromatischen Lichts diente das Dispersionsfilter 
in Verbindung mit einer Gliihlampe, dessen Monochromasie eingehend 
untersucht wurde. Als Versuchsobjekt wurde die einzellige Griinalge 
Chlorella pyrenoidosa benutzt, die in Suspensionen  verschiedener 
gemessener Dichte zur Verwendung kam. Die Lichtabsorptionen 
dieser Suspensionen wurden mit dem Ellipsoidphotometer gemessen. 
Die Assimilationsleistung der Algen wurde mit dem Differentialmano- 
meter bestimmt. 
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Die Abhangigkeit der Assimilation von der Lichtintensitat stimmt 
fir weibes Licht gut mit den Befunden von anderer Seite iiberei: 
Die Intensitaétskurven fiir rotes Licht bei 6500 A zeigen einen langere, 
geradlinigen Anstieg und scharferes Abbiegen bei héheren Intensitate) 
Daraus geht hervor, daB das rote Licht auch bei gréBeren Intensititen 
besser ausgenutzt wird, als das weiBe Licht. Fiir die monochromatischen 
Messungen lassen sich als Vergleich die Versuche von Warburg und 
Negelein' heranziehen. Zur Berechnung des Grenzwertes der Licht 


ausbeute bei sehr kleinen Intensitaten wird von ihnen die Annahme 


gemacht, daB ein Spektralband von 750 A Breite (5700 bis 6450 A 
eine ahniiche Intensitétskurve ergibt, wie weiBes Licht. Die Versuchs 
daten zeigen bei den von Warburg und Negelein angewandten Inten 
sitaten (0,5 bis 2 H K/qem - Sek.) in der Tat eine merkliche Abweichune 
von der Proportionalitaét. Nach den hier ausgefiihrten Versuchen ist 
die Abweichung nur so zu erkliren, daB bei Verwendung dieses breiten 
Spektralbandes die Intensititskurve ihren langen geradlinigen Teil 
verliert und der fiir weiBes Licht ahnlich wird. In ihrer nachsten Arbeit 
gehen Warburg und Negelein von dieser Art der Berechnung des Grenz- 
wertes der Energieausbeute ab und nehmen bei gleichen angewandten 
Intensitaten Proportionalitét der Assimilationsgeschwindigkeit mit 
der Lichtstarke an. Es wurde auch hier ein Spektralband von 800 A 
Breite verwandt, jedoch umfaBte es in diesem Falle die Gegend von 
6900 bis 6100 A mit einem Schwerpunkt bei 6600 A, wo das Maximum 
der Absorption der lebenden Zelle liegt. Wenn in diesem Falle Pro- 
portionalitat zwischen Assimilation und Lichtstairke bestand, so steht 
dies in Einklang mit den hier angefiihrten Messungen, aus denen 
sich ein langer geradliniger Verlauf der Intensitaétskurve bei 6500 
ergibt. 


In der vorliegenden Arbeit wurde die spektrale Lichtausbeute 
an etwa 20 Stellen des Spektrums von 8350 bis 5150 A —- also vom 
Ultrarot bis zum Griin — gemessen. Dabei ergab sich eine weitgehende 
arallelitat zwischen Assimilation und Absorption der Zellen. Von 
Interesse ist zunachst der Befund, da auch im Ultrarot noch Assi- 
milation stattfindet. Auch Ursprung? und Engelmann*® fanden_ bei 
7100 eine merkliche Assimilation und Ursprung verfolgte die Assi- 
milation sogar bis 7800. Er fand allerdings in diesem Gebiet keine 
Parallelitat mehr zwischen Assimilation und Absorption und erklarte 
dies durch ein Verengern der Spaltéffnungen seiner Blatter im Ultrarot. 
Ob diese Erklarung richtig ist, oder ob der steilere Abfall der Assi- 


1 O. Warburg u. E. Negelein, Zeitschr. f. physik. Chem. 102, 236, 1922: 
106, 191, 1928. — * A. Ursprung, Ber. d. Deutsch. bot. Ges. 36, 86, 1918. 
— § Th. W. Engelmann, Bot. Ztg. 42, 81, 1884. 
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milation nach den langen Wellen zu bei Ursprung durch eine geringere 
\bsorption —- die er nicht exakt messen konnte bedingt ist soll 
hier nicht untersucht werden. Die Kurve, die Hoover! fiir die Assi- 
milationsleistung einer Weizenpflanze in Abhangigkeit von der Wellen- 
lange fand, unterscheidet sich von der hier wiedergegebenen ebenfalls 
durch einen etwas steileren Abfall nach dem Ultrarot zu. Bei 7400 A 
betrigt die Assimilation bei Hoover nur noch 3°, der Maximalleistung 
im Rot. Es liegt nahe, auch diesen Befund durch die Erklérung von 
l'rsprung zu deuten. 

Die hier vorgenommenen Messungen tiber die Ausnutzung der 
absorbierten Lichtquanten ergaben, daB in dem Bereich von 7800 bis 
5150 A an allen Stellen des Spektrums vier Quanten zur Reduktion 
einer CO,-Molekel gebraucht werden, vorausgesetzt, daB die Absorption 
des assimilierenden Systems klein ist. Bei gréBerer Absorption und 
héherer Lichtstarke zeigen sich Abweichungen in dem Sinne, da®B der 
Quantenbedarf pro Elementarreaktion gréBer zu werden scheint. Diese 
Abweichungen lassen sich durch das Umbiegen der Intensitaétskurve 
erklaren. Fiir den Fall der Wellenlange 6500 A wird der Verlauf der 
Intensitatskurve und die Lichtausbeute bei verschiedenen Intensitaten 
quantitativ verfolgt. 

Warburg und Negelein hatten 1923 die Lichtausbeute an drei Stellen 
des Spektrums gemessen und Werte fiir den Quantenbedarf von 3,5 bis 
5,5 gefunden. Seit dieser Zeit hat man bei theoretischen Untersuchungen 
iiber die Assimilation meist mit einem Quantenbedarf von 4 gerechnet. 
Neuerdings schatzte Burns? aus Messungen an Rottannen und Fohren 
einen Quantenbedarf von 5 bis 12 hy ab. Seinen Schatzungen lag 
aber keine exakte Absorptionsmessung zugrunde. Manning, Stauffer 
Duggar und Daniels? fanden einen Quantenbedarf von etwa 20 hy 
Aus ihren Daten JaBt sich ersehen, daB sie mit hohen Lichtstarken 
gearbeitet haben, bei denen schon ein merkliches Abbiegen der Inten- 
sitatskurve stattfindet. 

Zusammenfassend laBt sich sagen, daB der Quantenbedarf der 
Assimilationsreaktion bei kleinen Lichtstarken bei der Verwendung 
von Algen 4,0 mit einem MeBfehler von -+- 15°, betragt?. 

Herrn Prof. W. Noddack méchte ich fiir die Anregung zu der vor- 
liegenden Arbeit, fiir seine Unterstiitzung und seine Ratschlage meinen 
herzlichen Dank sagen. 


1 W. H. Hoover, Smithsonian Micell. Coll. 95, Nr. 21, 19387. — 2 G. R. 
Burns, Plant Physiol. 8, 247, 1933. — * W. M. Manning, J. FP. Stauffer, 
B. M. Duggar u. F. Daniels, J. Amer. Chem. Soc. 60, 266, 1938. + Kine 


genaue Schilderung der physikalisch-chemischen MeBmethoden und eine 
weitere Diskussion des Assimilationsproblems soll in der Zeitschr. f. physik. 
Chem. veréffentlicht werden. 
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R-Diphosphoglycerinsiiure, 
ihre lsolierung und Eigenschaften. 
Von 
Erwin Negelein und Heinz Brémel. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie, Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 30, August 1939.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Wenn das oxydierende Garungsferment in der Oxydationsreaktion 
der Garung Triosephosphat oxydiert, so entsteht ein zuriickreagierendes 
Oxydationsprodukt!, das weder 3-Phosphoglycerinséure, noch Phospho- 
brenztraubensaure, noch 2, 3-Diphosphoglycerinsaure ist. 

Wir haben auf Vorschlag von Herrn Otto Warburg versucht, dieses 
Oxydationsprodukt zu isolieren und haben gefunden2, daB es die Zu- 
sammensetzung einer Diphosphoglycerinséure hat. Zur Unterscheidung 
von der 2, 3-Diphosphoglycerinsdure? nennen wir die neue Saure 
R-Diphosphoglycerinsaure (,,R-Saure**). 

Vorbedingung fiir die Isolierung der R-Diphosphoglycerinsaure 
war die Isolierung des Proteins des oxydierenden Garungsferments. 
Warum das oxydierende Garungsferment, durch dessen Wirkung die 
R-Saure gewonnen wird, rein sein mu, ist an anderer Stelle! aus- 
einandergesetzt. 


Gewinnung der R-Diphosphoglycerinsaure. 

Zu 3-Phosphoglycerinaldehyd (Fischer-Ester), Phosphat und 
Acetaldehyd geben wir eine kleine Menge Pyridinnucleotid und die 
kristallisierten Proteine des oxydierenden* und des reduzierenden° 
Garungsferments. Dann hat man an dem Protein des oxydierenden 
Garungsferments die Reaktion: 

3-Phosphoglycerinaldehyd + Phosphat -+- Pyridinnucleotid 


= R-Diphosphoglycerinsiure + Dihydropyridinnucleotid (1) 
und an dem Protein des reduzierenden Garungsferments die Reaktion 


Dihydropyridinnucleotid + Acetaldehyd 
= Pyridinnucleotid + Alkohol. (2 


1 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 303, 40, -1939. 
2 BE. Negelein u. H. Brémel, ebenda 301, 135, 1939. 3 J. Greenwald, J. ot 
biol. Chem. 68, 339, 1925. — 4 O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitsch: 
801, 221, 1939: 303, 40, 1939. — ° EB. Negeleinu. H. J. Wulff, ebenda 28%. 
436, 1937; 298, 351, 1937. 
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Addiert man (1) und (2), so verschwindet der Katalysator und man 
erhalt die Dismutationsgleichung der Garung: 
3-Phosphoglycerinaldehyd — Phosphat + Acetaldehyd 
2. R-Diphosphoglycerinsaure — Alkohol. (3) 
Unter unsern Versuchsbedingungen verlaiuft die Reaktion (3) fast 
vollstandig von links nach rechts. 


Kristallisation und Zusammensetzung der R-Diphosphoglycerinsaure. 

Haben die Substrate nach Gleichung (3) bei py 7,6 reagiert, so 
siuern wir mit Schwefelsaure auf py 2,1 an und fallen mit dem zehn- 
fachen Volumen Aceton, wobei die Hauptmenge des sauren Phosphats 
in Lésung bleibt, aber das saure Salz der R-Saure ausfallt. Lost man 
den Niederschlag in Wasser und gibt zu der neutralisierten Losung 
Strychninchlorid, so fallt das schwerlésliche Tetrastrychninsalz der 
4-Saure kristallinisch aus. 

Zur Analyse wurde das umbkristallisierte Strychninsalz im Hoch- 
vakuum bei 60° getrocknet. W. Liittgens fand: 

4,225 mg: 10,047 mg CO,, 2,315 mg HO; 64,859, C, 6,13°, H. 

4,235 mg: 10,045 mg CO,, 2,317 mg H,O; 64,69% C, 612% H. 

6,760 mg: 0,42lceem N (23,6, 751 mm); 7,08% N. 

6,060 mg: 0,369 cem N (21,0°, 751 mm); 6,99°, N. 

0,922 mg: 35,9 y P; 3,89°, P (kolorimetrisch). 

0,922 mg: 34,9 y P: 3,79, P (kolorimetrisch). 





Berechnet fiir Cy;HygNeP,0,, 65.13% C 6.04% H 6.9994 N  3,87% P 
CERI a6 sore cos ee cae ae te 64,77% C! 612% H | 7,049 N | 3.84% P 


Nachweis und Bestimmung der R-Diphosphoglycerinsaure. 


Um die R-Saure nachzuweisen und zu bestimmen, benutzen wir 
die Riickreaktion der reversiblen Reaktion (1), die hinreichend voll- 
standig von rechts nach links verlauft, wenn man von Lésungen ausgeht, 
die frei von anorganischem Orthophosphat sind. 

Gibt man also zu einer orthophosphatfreien Lésung von R-Saure 
und von (iiberschiissigem) hydriertem Pyridinnucleotid das spezifische, 
die Reaktion (1) bewirkende Protein, so wird eine der R-Saure aqui- 
valente Menge des hydrierten Pyridinnucleotids oxydiert, wobei die 
Lichtabsorption im langwelligen Ultraviolett (Dihydropyridinbande) 
abnimmt. So kénnen wir die R-Saéure, indem wir die Anderung der 
Lichtabsorption lichtelektrisch messen, titrieren. 


Lichtelektrische Messung. 


Die Methode der lichtelektrischen Messung der Pyridinreaktionen, die 
1935 entdeckt worden ist'!, haben wir abgeandert, indem wir die Photozelle 


1 O. Warburg, W. Christian u. A. Griese, diese Zeitschr. 282, 157, 1935; 
E. Negelein u. E. Haas, ebenda 282, 206, 1935. 
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von Elster und Geitel ersetzt haben durch eine Sperrschichtphotozelle wid 
das Fadenelektrometer durch das von Dr. Bruno Lange, Berlin-Zehlendor!, 
konstruierte Multiflexgalvanometer. Der Logarithmus der Lichtschwachuny 


a,/i, der der Dihydropyridinkonzentration proportional ist, wird daly 
direkt auf einer Milchglasscheibe abgelesen. 
Die abgeinderte Methode hat den Vorzug, daB sie einfacher wid 


daB die Apparatur billiger ist. 


Zerfall der R-Diphosphoglycerinsdure. 

In wisseriger Lésung zerfallt die R-Siure von selbst (ohne Mit- 
wirkung eines Proteins) nach der Gleichung 

R-Diphosphoglycerinsaure + H,O 

3-Phosphoglycerinséure -+- Phosphorsdure. (4) 

Die Zerfallsgeschwindigkeit hangt von der Temperatur und dem 
der Lésung ab. Wir haben sie manometrisch (Austreibung von Kohlen- 
siure aus Bicarbonatlésung) und durch lichtelektrische Titration der 
R-Saure gemessen. 

War dabei c die Konzentration der R-Saure zur Zeit t und k di 
Geschwindigkeitskonstante der Reaktion, so war im ganzen Verlauf 
der Zerfallsreaktion 

dc 


dt 


Bei 38° und neutraler Reaktion fanden wir k = 0,026 reziproke 
Minuten, d.h. pro Minute zerfielen 2,6°, der R-Siéure (Zeit halben 
Zerfalls 27 Minuten). 


Asymmetrisches C-Atom. 

Obwohl die Drehung der R-Séure so gering ist, daB wir sie nicht 
nachweisen konnten, so laBt sich doch zeigen, daB die R-Saure ein 
asymmetrisches C-Atom enthalt. Denn die Phosphoglycerinsiure, die 
bei dem spontanen Zerfall der R-Saure (ohne Mitwirkung eines Proteins 
entsteht, ist optisch aktiv. Wir fanden, nach Meyerhof und Schulz’. 
mit Ammoniummolybdat fiir Phosphoglycerinsiure aus R-Saure 


1200 vem 


lal, = — 675°. 


Die Konstitution der R-Saure ist also nicht, woran zu denken war: 


CH,OPO,H, 
| 
CO 


1 LH 

| 

COOH 
OPO,H, 


1 O. Meyerhof u. W. Schulz, diese Zeitschr. 297, 60, 1938. 
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Ultraviolettspektrum. 


Als mégliche Konstitutionsformeln bleiben dann: 


CH,OP,0O,H, CH, OPO, H, 
CHOH CHOH 
‘ V0 
COOH CKO PO, H, 
(1) (II) 
3-Pyrophospho-glycerinséure. 1, 3- Diphospho-glycerinsaure. 


Gegen (I) spricht der schnelle Zerfall in wasseriger Lésung bei 
neutraler Reaktion, bei Zimmertemperatur. Unter diesen Bedingungen 
zerfallt weder Pyrophosphat noch Adenosintriphosphat. 

Gegen (1) spricht ferner das Ultraviolettspektrum der R-Saure, 
in dem wir eine Bande bei 2 215 my gefunden haben, die verschwindet, 
wenn die R-Saure nach Gleichung (4) zerfallt. Eine Bande von ahnlicher 
Héhe und Lage haben wir in dem Ultraviolettspektrum des Essigsdure- 
anhydrids gefunden. Auch diese Bande verschwindet, wenn man Essig- 
siureanhydrid hydrolysiert. 

Wir glauben also, dafB der R-Saure die Konstitutionsformel (LL) 
zukommt!, ob die einfache oder dimere, miissen wir offenlassen, da wir 
das Molekulargewicht nicht bestimmt haben. Gegen die dimere Form 
spricht, daB die R-Saure ein asymmetrisches C-Atom enthalt. 


Experimenteller Teil. 
3-Phosphoglycerinaldehyd. 

3-Phosphoglycerinaldehyd wurde nach H.0O. L. Fischer und 
E. Baer? synthetisch dargestellt. Wir benutzten die wasserige Lésung, 
die man durch Auflésen des Trockenriickstandes nach der reduktiven 
Spaltung der Benzyl-cycloacetal-glycerinaldehyd-phosphorsaure erhalt. 
Die klare Lésung wurde mit Natronlauge auf etwa py 5 gebracht und 
kalt aufbewahrt. Der Fischer-Ester enthalt sowohl die rechts- als auch 
die linksdrehende Komponente, von denen nach (. V. Smythe und 
W. Gerischer3 nur die rechtsdrehende Komponente reaktionsfahig ist. 


Gewinnung der R-Diphosphoglycerinsdure. 


12,6 cem 0,070 mol. 3-Phosphoglycerinaldehydlésung wurden durch 


Zugabe von normaler Natronlauge neutralisiert, so daB das py etwa 7,5 


1 Eine in 1-Stellung phosphorylierte Glucose ist vor kurzem von 
C.F. Cori u. G. T. Cori gefunden worden. Proe. Soc. Exp. Biol. and Med. 
34, 702, 1936: C. F. Cori, S. P. Colowick u. G. T. Cori, J. of biol. Chem. 
121, 465, 1937. Diese Saure reagiert mit keinem der bisher bekannten 


Pyridinproteide. -— * H.O. L. Fischer u. E. Baer, Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges. 65, 337, 1932. 3 0. V. Smythe u. W. Gerischer, diese Zeitschr 260, 


414, 1933. 
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war. Dazu wurden 5,2 cem 0,5 mol. Phosphatlésung (9,5 Teile Na, H PO, 
0,5 Teile KH, PO,) und 3,4 cem 0,604 mol. Diphosphopyridinnucleotid 
lésung gegeben. Die Lésung wurde mit Wasser auf ein Volumen von 
36cem gebracht. Temperatur: 18°. Dann wurden 0,34 ccm = mol 
Acetaldehydlésung, 0,60 cem 0,75 °,ige Proteinlésung des oxydierenden 
Garungsferments und 0,60 ccm 0,60°,ige Proteinlésung des reduzieren 
den Garungsferments zugegeben. Durch die groben Proteinkonzentra 
tionen wurde in kurzer Zeit ein grober Umsatz erreicht. Nach 2 und 
4 Minuten wurden nochmals je 0,34ccm mol. Acetaldehydlésuny 
zugesetzt. Das Gesamtvolumen der Reaktionslésung betrug dann 
38,2 ccm: das py der Lésung war 7,6. 


Die Mengen der Reaktionsteilnehmer waren: 


0.44  - 10-3 Mole d-Glycerinaldehydphosphorsaure, 
2.60 + 10-3 Mole anorganische Phosphorsiure, 


0,0136 - 10-3 Mole Pyridinnucleotid und 

1,02 -10°3 Mole Acetaldehyd. 
Die Lésung blieb 25 Minuten bei 18° stehen. Dann wurde die Lésung 
durch Zugabe von etwa 6 cem norm. Schwefelsdiure angesiéuert, so dafs 
das py 2,10 war (hierbei soll der py-Wert nicht unter 2,0 und nicht 
iiber 2,2 liegen). Die angesiuerte Lésung wurde sofort in 445 ccm kaltes 
Aceton (zehnfaches Volumen) gegossen. Die ausgefallene Substanz 
wurde kalt abzentrifugiert, einmal mit kaltem Aceton gewaschen und 
im Exsikkator getrocknet. Da die R-Saéure im getrockneten Zustand 
nicht bestandig ist, wurde die getrocknete Substanz bald darauf in 
etwa 28ccem kaltem Wasser gelést. Das nicht lésliche, denaturierte 
EiweiB wurde abfiltriert. Die klare, saure Lésung wurde mit 1,3 cem 
norm. Natronlauge neutralisiert. Das Volumen der Lésung war 29 cem: 
lcem der Lésung enthielt 1,24 -10-5 Mole R-Saure. Die Menge der 
entstandenen R-Siure betrug bei mehreren Versuchen im Mittel 0 
bis 85°, der angewendeten d-Glycerinaldehydphosphorsaure. 

Zu 29 cem der neutralen Lésung, die 3,6 - 10-4 Mole R-Saure ent 
hielten, wurden 29 ccm gesittigte (etwa 0,1 mol.) Strychninchlorid- 
lésung gegeben, worauf nach kurzer Zeit die Kristallisation des Strych- 
ninsalzes der R-Siure begann. Die Lésung blieb 15 Stunden bei 6° 
stehen; dann wurden die Kristalle bei 6° abgesaugt und mit wenig 
kaltem Wasser gewaschen. Zum Umbkristallisieren wurde die Substanz 
in 25cem kaltem Wasser, unter tropfenweiser Zugabe der gerade not 
wendigen Menge norm. Salzsaure, gelést. Zu der Lésung wurde dann 
tropfenweise 0,2n Natronlauge gegeben, bis die ersten Kristalle des 
Strychninsalzes erschienen. Die Lésung blieb dann kurze Zeit bei 6° 


stehen, worauf noch so viel Natronlauge tropfenweise hinzugesetzt 
wurde, daB die Lésung gegen Lackmuspapier neutral reagierte. Nach 
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einigen Stunden wurde das umkristallisierte Strychninsalz (wie oben) 
abgesaugt und gewaschen. 

Zur Darstellung der strychninfreien R-Saure wurde die umkristalli- 
sierte Substanz mit etwa 10 ccm kaltem Wasser in einen Scheide- 
trichter gespilt. Das Strychnin wurde dann durch mehrmaliges Aus- 
schiitteln mit Chloroform entfernt, wobei jeweils so viel 0,2 n Natronlauge 
hinzugesetzt wurde, daB die Reaktion der wasserigen Lésung schwach 
alkalisch (py etwa 7,6) blieb. Nach dem Abtrennen vom Chloroform 
wurde die klare wasserige Lésung fiir kurze Zeit in einen Vakuum- 
exsikkator gestellt, wo das Chloroform vollstandig entfernt und die 
wasserige Lésung etwas eingeengt wurde. Das Volumen der Loésung 
betrug dann 10,3 cem:; leem der Lésung enthielt 2,45 - 10-5 Mole 
{-Saure. Die Ausbeute betrug 2,52 - 10-4 Mole R-Saure, das sind 57 ° 
der angewendeten d-Glycerinaldehydphosphorsaure. 

In lecem der R-Saurelésung wurden gefunden: 4,75 - 10-° Mole 
Gesamtphosphor und 2,39 - 10-5 Mole labiler, nach Gleichung (4) leicht 
abspaltbarer Phosphor. 


oO 


Gesamtphosphor 4.75 
: 1,99, 
labiler Phosphor 2,39 
Gesamtphosphor 4.75 
7 rs 1,94. 
R-Saure 2.45 


Zur Aufbewahrung blieb die neutrale Lésung der R-Saure ein- 


vefroren in einer Kaltemischung stehen. 


Phosphorbestimmung. 


Der Phosphor wurde kolorimetrisch nach Briggs in der von AM. Mart- 
land und R. Robison! angegebenen Form bestimmt. Die nach Gleichung 
(4) abspaltbare Phosphorsiure ist so locker gebunden, da®B sie durch 
die Methode der Phosphorbestimmung abgespalten und direkt als 
anorganische Phosphorsiure bestimmt wird. Es besteht also keine 
Moglichkeit, den labilen Phosphor neben anorganischem Phosphor zu 
bestimmen. 

Bestimmung der R-Diphosphoglycerinsaure. 

Fiir die lichtelektrische Messung der Pyridinreaktion benutzen wir 
die isolierte Quecksilberlinie 2334 mu. Wir haben fiir diese Wellen- 
lange die Differenz der Absorptionskoeffizienten (.1 8) des hydrierten 
und des nichthydrierten Pyridinnucleotids bestimmt, indem wir das 
Pyridinnucleotid bei Gegenwart von Arseniat® (statt Phosphat) durch 


1 M. Martland u. R. Robison, Biochem. J. 20, 847, 1926. - D. M. 


Needham u. R. K. Pillai, Biochem. J. 31, 1837, 1937: O. Warburg u. 


W. Christian, diese Zeitschr. 303, 40, 1939. 
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eine bekannte Menge 3-Phosphoglycerinaldehyd hydrierten. Wi: 
fanden: A Bg34 mu 12,6 - 106 (qem /Mol). 

Fiir die Bestimmung der R-Saure wird ein planparalleler Quarztroy 
benutzt, der ein Volumen von 3 cem und eine Schichtdicke von 0,61 em 
hat. Der Trog wird mit der Reaktionslésung, die noch kein Ferment- 
protein enthalt, gefiillt. Die Zusammensetzung der Reaktionslésuny 
ist folgende: 1,0 cem 0,1 mol. Pyrophosphatlésung von py 7,9 (0,6 Mole 
Salzsiure auf 1 Mol Natriumpyrophosphat), 0,2 cem 2,2 - 10-3 mo! 
Lésung von hydriertem Pyridinnucleotid (= 0,44 - 10~® Mole), 0,2 ccm 
der zu priifenden R-Saurelésung (weniger als 0,40 - 10~6-Mole) und 
1,57 cem Wasser. Das Gesamtvolumen der Reaktionslésung, ohne 
Protein, betragt 2,97 ccm. 

Der Logarithmus der Lichtschwichung (In i9/i) wird gemessen 
Dann gibt man zu der Reaktionslésung 0,03 cem 0,1 °,ige Proteinlésung 
des oxydierenden Garungsferments!, mischt und beobachtet am Galvano- 
meter den Verlauf der Reaktion. Die Proteinmenge ist so groB, dab die 
Reaktion in kurzer Zeit beendet ist. Dann wird wieder der Logarithmus 
der Lichtschwachung bestimmt und, aus der Abnahme der Licht 
schwachung (A In iyi) wird, unter Beriicksichtigung der Verdiinnung 
(1°,), die Abnahme des hydrierten Pyridinnucleotids berechnet. 

Um die Vollstaindigkeit der Reaktion zwischen R-Saéure und 
hydriertem Pyridinnucleotid zu untersuchen, wurden zwei Bestimmun- 
gen mit verschiedenen Mengen einer R-Saurelésung ausgefiihrt. Wir 
fanden fiir A In i)/i mit 0,1 eem der R-Saurelésung den Wert 0,51, mit 
0,2 ccm den Wert 1,02. Die doppelte Menge R-Saure oxydierte also die 
doppelte Menge hydriertes Pyridinnucleotid. 

Die Menge R-Séure (m), die hierbei in 0,2 cem der R-Saurelésung 
enthalten war, berechnet sich nach den angegebenen Werten: 


l ] 


: - 1,02 -3 = 0,398 - 10° Mole. 
12.6 -106 0,61 


m 
Da die Reaktionslésung nur 0,44 - 10-6 Mole hydriertes Pyridin- 


nucleotid enthielt, wurden also 90° davon oxydiert. Daraus folgt, 


0 
da®B unter den angegebenen Bedingungen auch bei 90°,igem Umsatz 
des hydrierten Pyridinnucleotids die Reaktion zwischen R-Saure und 
hydriertem Pyridinnucleotid noch hinreichend vollstandig verlauft. 

Es sei bemerkt, daB die Gegenwart von Strychnin die lichtelektrische 
Titration der R-Séure nicht stért. Es kann also die Konzentration 
einer Lésung des Strychninsalzes ebenfalls in dieser Weise bestimmt 
werden, 











10. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 301, 221, 1939; 303, 


40, 1939. 
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Zerfall der R-Diphosphoglycerinsdure. 

Der Zerfall der R-Saure in 3-Phosphoglycerinsaure und anorgani- 
sche Phosphorsiure erfolgt so leicht, daB wir keinen Zustand kennen, 
in dem die R-Saure langere Zeit unverandert haltbar ist. In wasseriger 
Lisung ist die Zerfallsgeschwindigkeit bei schwach alkalischer Reaktion, 
zwischen py 7 und 9, am kleinsten ; wir fanden hierbei, daB in 24 Stunden 
bei 6° 6° der Substanzmenge zerfielen. Besser haltbar ist die schwach 
alkalische R-Saurelésung, wenn sie eingefroren in einer Kaltemischung 
stehenbleibt. Hierbei betrug der Verlust in 24 Stunden nur 3°). 
Dagegen verloren wir beim Eintrocknen einer neutralen R-Saurelésung 
im Exsikkator 77°, der R-Saure, waihrend ein Trockenpraparat, das 
wir durch Fallen mit Aceton aus saurer Lésung (py 2) erhalten hatten, 
im Exsikkator in 24 Stunden nur 19°, abnahm. Auch das kristallisierte 
Strychninsalz, sowie ein amorphes Calciumsalz, das wir durch Fallen 
mit Alkohol erhielten, waren im getrockneten Zustande nicht haltbar. 


Temperatur: 38°C; px 7,2. 





Abnahme der R-Séiure, 


Bildung der 3-Phosphoglycerinsiure, 
lichtelektrisch bestimmt 


manometrisch bestimmt 





GefaB 1 

Im Hauptraum: 7 - 10~' 

Mole R-Siiure in 4,0cem 

3,75- 10-2 mol. Natri- 

, umbicarbonatlésung. 

Zeit, nach 
dem Ein- 
hiingen in 
den Ther- 
mostaten 


Im Anhang: 0,2 cem 
0,01 mol. Weinsiure- 
lisung bei 100° einge- 
trocknet. Das sind 
2-10-68 MoleWeinsiure. 

Im Gasraum: 10 Vol.-°%% 
Kohlensiiure in Argon. 


Up 4,0.ccm, 2, 13,76 cem 
entwickelte 
Kohlensaure: 

0 Min. 
10 ,, 27,2cmm (extrapoliert) 


a0 ss Qn i 
oO ss 60,8 ,, 
DU: as 80,6 ,, 
a 97,0 ,, 
la yy (2060 , 
160 ,,. 11084 ,, 
190, 1104 ,, 
20. HGS .. 


Weinsaure eingekippt: 
86,5 emm CO,, 
das sind 

DO F 

pean - 100 = 984° 

87,9 - 
der eingekippten 
Weinsiuremenge 


Gefib 2 
Im Hauptraum: 4,0 ecem 
3.75 -10-2 mol. Natri- 
umbicarbonatlosung. 


Im Anhang: 2 - 10-6 Mole 
Weinsiiure, wie in Ge- 
fab 1. 


Im Gasraum: 10 Vol.-% 
Kohlensiiure in Argon. 
Up 


entwickelte 
Kohlensiure : 


Weinsaure eingekippt: 


87,9 emm CO, 


4,0 cem, w= 13,91 cem 
G 


Reagensrohr mit 8 ccm der- 
selben RKeaktionslosung 
wie in GefaB 1. 

Durch die Losung wurde 
langsam ein Gasstrom von 
10 Vol.-°, Kohlensiure 
in Argon geleitet. 

Fiir die — lichtelektrische 
Titration der K-Siiure 
wurden Proben von je 
0,17 cem enthnommen 


R-Saure in 0,17 cem 
der Lésung gefunden: 
0,298- 10°" Mole 
0,224 
0,143 
0,090 
0,045 
0,017 


0,003 
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Die Zerfallsgeschwindigkeit der R-Saure haben wir in neutrale; 
Bicarbonatlésung bei 38° manometrisch und _ lichtelektrisch neben 
einander gemessen. Die Reaktionslésung war eine 3,75 - 10-? mo! 
Natriumbicarbonatlésung, die pro cem 1,75 - 10° Mole R-Saure ent 
hielt. Fiir den manometrischen Versuch wurden kegelf6rmige Mano 
metergefiBbe benutzt: die Retention wurde nach beendigter Saure 
entwicklung durch Einkippen von Weinsaure bestimmt. Fiir die licht- 
elektrische Titration der R-Saure blieb die Reaktionslésung bei de1 
gleichen Temperatur in einem Reagensrohr stehen. 

Mit Beriicksichtigung der Retention (1,6°,) betrug die gefundene 
112,6 


Saurebildung 112,6 cmm oder - 10-6 = 5,03 - 10-6 Mole, 
0,984 22,4 


od 


das sind — “ - 100 = 72°, der angewandten R-Saure. Die Differenz 
ty 

kann, mindestens zu einem Teil, durch die Abnahme der Dissoziation 

der zweiten Stufe der Phosphorsaure erklart werden. 

In Tabelle I sind die lichtelektrisch gemessenen Werte fiir die 
Abnahme der R-Saéure und die manometrisch gefundenen Werte fiir 
die Zunahme der entstehenden 3-Phosphoglycerinséure in Prozenten 
nebeneinander eingetragen. In der vierten Spalte stehen die gefundenen 
Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante k der Zerfallsreaktion 

de 





ot Hisae k-e 
a ma 
. Tabelle I. 
1 1 ¢ 
: Zunahme der t a 
Abnahme der entstehenden berechnet nach der 
Zeit ; Petinewwed 3-Phosphoglycerinsiure, manometrischen 
: a manometrisch Bestimmung 
eS n bestimmt 
1 
Min. % % | Min. | 
10 24,8 (24,5) (0,028) 
20 41,6 0,027 
30 52,0 54,9 0,027 
50 69,8 72,8 0,026 
80 85,0 87,6 0,026 
120 94,3 96,1 0,027 
150 _ 98,7 


99,6 


Drehung des polarisierten Lichtes. 

Es wurde versucht, die Drehung einer neutralen 2,45 - 10-2 mol 
Losung der R-Saure im 1-dm-Rohr, im gelben Licht, zu messen. Dabei 
waren die abgelesenen Werte so gering, daB die Drehung nicht mit 
Sicherheit abgelesen werden konnte. 
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Beim Mischen der R-Saurelésung mit einem halben Volumen 
25°, iger Ammoniummolybdatlésung zeigte sich, daB durch das Ammo- 
niummolybdat die Spaltungsgeschwindigkeit der R-Saiure so groB wird, 
daB in einigen Minuten die gesamte R-Saure in 3-Phosphoglycerinsaiure 
und Phosphorsaure zerfallt. MiBt man die Drehung bald nach dem 
Mischen mit Ammoniummolybdat, so kann man beobachten, wie die 
Drehung mit der Zeit zunimmt und nach einigen Minuten ihren End- 
wert erreicht. 

So fanden wir fiir die Mischung von 2 cem neutraler 2.45 . 10-2 mol. 
Losung der R-Saure mit 1 cem 25°,iger Ammoniummolybdatlésung 
im 1-dm-Rohr eine Drehung von —- 2,05°, woraus sich fiir die spezifische 
Drehung der Phosphoglycerinsiure aus R-Saure der Wert 

[a:)20° “on. ] 3 LOOO — 
” ~~ 266-107 2 106 
berechnet. 

Zum Vergleich wurde die spezifische Drehung von 3-Phospho- 
glycerinsdure unter den gleichen Bedingungen, also auch bei Gegenwart 
einer iquivalenten Menge von anorganischer Phosphorsaure, bestimmt. 
Wir fanden nach Mischen von | ccm neutraler 4,90 - 10-2 mol. Lésung 
von 3-Phosphoglycerinsaure mit leccem  neutraler 4,90 - 10°2 mol. 
Phosphatlésung und leem 25°,iger Ammoniummolybdatlésung im 


l-dm-Rohr eine Drehung von 2,079, oder die spezifische Drehung 
200 l 1000 
Lala — 2,07 - =. »%- : — 682°. 
49-107° 186 


Ultraviolettspektren. 

Wir haben die Absorption einer neutralen wasserigen Loésung der 
R-Séure! und die Absorption derselben Lésung, nach dem Zerfall der 
R-Saure, von A 200 my. bis 4 370 mu gemessen. Zum Zerfall der R-Saure 
wurde die Lésung 15 Minuten in ein Wasserbad von 60° gestellt. Der 
vollstandige Zerfall der R-Saure wurde dabei durch die lichtelektrische 
Titration festgestellt. 

Zum Vergleich wurde die Absorption einer neutralen wasserigen 
Lésung, die 3-Phosphoglycerinséure und anorganische Phosphorsaure 
in aquivalenter Menge enthielt, gemessen. Die gefundenen Werte fiir 
die drei Lésungen sind in Tabelle II eingetragen, die Absorptionsspektren 
sind in Abb. 1 dargestellt. 

Das Absorptionsspektrum der R-Saure zeigt bei 4215 my eine 
Absorptionsbande und bei 4 200 mu. den ansteigenden Teil einer zweiten 
Bande. Die Banden liegen so nahe beieinander, daB durch die Uber- 


' Bei der Darstellung der R-Saéure wurde das Strychninsalz mehrmals 
umkristallisiert. 
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lagerung der beiden Banden zwischen ihnen kein Absorptionsminimum 
erkennbar ist. Durch die Spaltung der R-Saure verschwindet die Bande 
bei A215 mu, wahrend der ansteigende Teil der zweiten Bande um etwa 
5 muy nach dem langwelligen Teil des Spektrums verschoben wird. Die 
Lisung der Spaltprodukte und die Lésung der aquivalenten Mischung 
von 3-Phosphoglycerinsiure mit Phosphorsiure zeigen ein gleiches 
Absorptionsspektrum. 








a 
| 
| 
See eee 
| 


— 


























Wellen/ange Tm 


Abb. 1. 


Absorptionsspektren der neutralen Loésungen von: 
—_——. R- Diphosphoglycerinsiure (Ordinaten: Absorptionskoeffizienten). 
- ~ — Gemisch der Spaltprodukte (Ordinaten: Summe der Absorptionskoeffizienten 
beider Spaltprodukte). 
° o— fquivalentes Gemisch von 3-Phosphoglycerinsiure mit Phosphorsiiure (Ordi- 
naten: Summe der Absorptionskoeffizienten von 3-Phosphoglycerinsiure und 
Phosphorsiure). 


Die Absorptionskoeffizienten von Essigsiureanhydrid und Essig- 
siure sind in Tabelle III eingetragen; in Abb. 2 sind die Absorptions- 
spektren dargestellt. Die Essigsiure war in Wasser gelést. Da Essig- 
siureanhydrid in Wasser zu schnell hydrolysiert wird, benutzten wir fiir 
die Absorptionsmessung eine Lésung von Essigsiureanhydrid in Hexan. 
Die Durchlassigkeit dieser Lésung wurde mit der Durchlassigkeit von 
Hexan verglichen. 

Wir haben noch die Ultraviolettabsorption von Pyrophosphat und 
Orthophosphat gemessen, um zu sehen, ob durch die Verbindung zweier 
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Phosphorsiuren, wie sie in der Pyrophosphorsaure vorliegt, eine ahnliche 
Absorptionsbande auftritt. In Tabelle LV sind die Absorptionskoeffi- 
zienten von Pyrophosphat und Orthophosphat eingetragen: in Abb. 3 
sind die Absorptionsspektren dargestellt. Pyrophosphat hat keine 
ahnliche Absorptionsbande, wie sie im Spektrum der R-Saure bei 


72.215 mu vorhanden ist. Wie aus der Abb. 8 ersichtlich ist, sind die 


Absorptionsspektren von Pyrophosphat und Orthophosphat nahezu 
gleich. 
Tabelle III. Tabelle IV. 





Absorptionskoeffizient Absorptionskoeffizient 





p fiir p fir 
Pyrophosphat Orthophosphat 
(neutrale Lésung) | (neutrale Lésung) 


3 fiir Essigsiiure- i cfitaalt ke veics 

Wellen- anhydrid 2 fir Essigsiure Wellen- 

linge (Losungsmittel : (Lésungsmittel : linge 
Hexan) Wasser) 


qem | [Soci | | qem | qem 
[mu] | Mol Mol {mu} Mol Mol 


195 0.80 1.11 - 10° 195 3,06 1,63 - 
200 1,07 1,04 200 1,04 0,74 
210 1,86 0,80 210 0,15 0,13 
220 2,19 0,42 220 0,08 0,07 
230 2,08 0,16 230 0,07 0,06 
240 1,67 0,08 240 0,09 0,06 
250 1,04 0,04 250 0,06 0,04 
260 0,43 0,00 260 0,05 

270 0,12 nt 

280 0,00 


























ie a 1 
190 200 20 20 260 260 0 20 220 2 60 
Wellenlange mp Wellenlange mp 








Abb. 2. Abb. 3. 

Absorptionsspektren von: Absorptionsspektren der neutralen 

Essigsiiureanhydrid, gelist in Lisungen von: 

Hexan (Ordinaten: Absorp- ———._ Pyrophosphat (Ordinaten: Ab- 

tionskoeffizienten). sorptionskoeffizienten). 

Essigsiiure, gelést in Wasser - — ~ Orthophosphat (Ordinaten: die 

(Ordinaten: die doppelten doppelten Werte der Absorp- 

Werte der Absorptionskoeffi- tionskoeffizienten). 

zienten). 





